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IZVLEČEK 
Virus molluscum contagiosum (MCV), ki ga taksonomsko uvrščamo v raznoliko družino 
Poxviridae in poddružino Chordopoxvirinae, je eden od dveh predstavnikov rodu 
Molluscipoxvirus. Od izkoreninjenja virusa črnih koz je MCV edini poksvirus, katerega edini 
znani gostitelj je človek. Za klinično sliko okužbe z MCV so značilne različno velike čvrste 
papule (t.i. moluski), ki se navadno pojavljajo v manjšem številu in po določenem času same 
izzvenijo. Pri imunsko-kompromitiranih bolnikih se moluski lahko pojavijo v večjem številu in 
vztrajajo daljše časovno obdobje. Prve raziskave raznolikosti MCV so temeljile na 
restrikcijskih vzorcih MCV DNA in kažejo na obstoj vsaj štirih podtipov MCV (MCV1, 2, 3 in 
4). Zaradi pomanjkanja informacij, ni znano ali podtipi MCV dejansko zastopajo genomske 
različice MCV, genotipe, ki so se iz skupnega prednika razvili po divergentnih evolucijskih 
poteh. V sodobnih molekularno-epidemioloških raziskavah opredeljevanje podtipov MCV 
temelji na pomnoževanju in sekveniranju določenih genomskih področij virusne DNA. Kljub 
temu, da so sodobne molekularne metode v praksi poenostavile izvedbo tipizacije MCV, pa so 
nabor podtipov MCV, ki jih na ta način lahko določimo, omejile zgolj na podtipa MCV1 in 
MCV2, saj o nukleotidnih zaporedjih drugih podtipov MCV zaenkrat nimamo podatkov.  
Namen raziskave je bil prvič natančno opredeliti genomsko raznolikost izolatov MCV1,  MCV2 
in morebitnih drugih zaznanih podtipov in postaviti temelje sodobni metodologiji za 
klasifikacijo MCV podtipov, vključno z MCV3 in MCV4. Na podlagi opredeljevanja celotnih 
in delnih nukleotidnih zaporedij MCV smo želeli opredeliti evolucijsko povezanost posameznih 
podtipov MCV, preveriti ali na posameznih delih genoma MCV lahko prihaja do rekombinacij 
ter ali evolucija posameznih genov MCV poteka enakomerno. Dodatno smo želeli ugotoviti 
morebitno raznolikost virusnih populacij znotraj enega moluska, v več moluskih istega 
gostitelja ter v moluskih različnih gostiteljev.  
V raziskavo smo vključili skupno 62 celotnih genomov MCV, med njimi je bilo 43 novo-
sestavljenih nukleotidnih zaporedij celotnih genomov MCV1 in 12 novo-sestavljenih celotnih 
genomov MCV2. Filogenetska analiza sorodnosti je pokazala, da podtipa MCV1 in MCV2 
dejansko zastopata različni genomski različici MCV, genotipa MCV1 in MCV2. Sintenična 
razmerja med genomi MCV1 in MCV2, podobnost nukleotidnih zaporedij celotnih genomov 
in posameznih genskih področij so nakazovali na pretežno linearen (substitucijski), divergenten 
evolucijski razvoj iz skupnega prednika. Genomska raznolikost med genomi različnih 
genotipov MCV je bila večja od genomske raznolikosti med genomi istega genotipa MCV. Med 
genomi MCV, ki so izhajali iz istega gostitelja, je bila genomska raznolikost nižja od genomske 
raznolikosti med MCV iz različnih gostiteljev. Genomski raznolikosti MCV1 in MCV2 sta si 
bili podobni, oba genotipa sta nosila zapise za podobno število večinoma homolognih si 
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beljakovin. MCV1 in MCV2 sta se razlikovala v vsebnosti gvanina in citozina. Rekombinacije 
med različnimi genotipi MCV smo zaznali na območjih nekaterih MCV genov, ki so povezani 
z izogibanjem imunskemu odzivu gostitelja. V genih, kjer rekombinacij nismo zaznali, smo 
zaključili, da evolucija tam sicer poteka linearno, a ne nujno tudi enakomerno, kar se odraža v 
mozaični genski strukturi MCV. Prisotnost/odsotnost rekombinacij v posameznih genomih 
MCV je sovpadala z filogenetsko določenimi podskupinami MCV in restrikcijskimi kartami za 
encime BamHI, ClaI in HindIII, ki so bili opredeljeni in silico. Na osnovi enega od kontekstov: 
vzorca rekombinacij, filogenetske podskupine ali restrikcijske karte, smo lahko napovedovali 
druga dva konteksta. Vsem dostopnim celotnim nukleotidnim zaporedjem MCV smo lahko z 
restrikcijo in silico določili podtip, ki je sovpadal s filogenetsko določenim genotipom. 
Izsledki naše raziskave bodo pomembno prispevali k razumevanju genomske raznolikosti MCV 
in njegovih genotipov, patogeneze, epidemiologije, evolucije in razvoja diagnostičnih testov za 
MCV in razlikovanje med njegovimi genotipi/podtipi. 
 
Ključne besede: virus molluscum contagiosum, MCV, molluscum contagiosum, genomska 









Del doktorske naloge je bil objavljen v znanstveno-raziskovalnem članku v reviji, ki jo citira 
Science Citation Index (SCI): 
Zorec TM, Kutnjak D, Hošnjak L, Kušar B, Trčko K, Kocjan BJ, in sod. New Insights into the 
Evolutionary and Genomic Landscape of Molluscum Contagiosum Virus (MCV) based on Nine 
MCV1 and Six MCV2 Complete Genome Sequences. Viruses 2018;10:1–24. 
https://doi.org/10.3390/v10110586. 
  
Zorec T. M. Opredelitev genomske raznolikosti virusa molluscum contagiosum. Dokt. disertacija. 
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2020 
IV 
ABSTRACT 
Molluscum contagiosum virus (MCV), a member of the diverse taxonomical family Poxviridae 
and the subfamily Chordipoxvirinae, is one of the two constituent members of the genus 
Molluscipoxvirus. Since the successful eradication of smallpox, MCV is the last known, still 
circulating, uniquely homotropic poxvirus. MCV infection is clinically manifested by firm skin 
lesions, papules of varied sizes – mollusca, which are normally limited in number and often 
spontaneously regress over time. In immune-compromised patients mollusca can manifest in 
greater numbers and may persist during longer time spans. Early studies of the diversity of 
MCV, based on mapping of MCV DNA restriction patterns, indicated the existence of at least 
four MCV subtypes (MCV1, 2, 3 and 4). Due to a lack of information, it is currently unknown 
whether the four subtypes represent specific genomic variants of MCV, which have evolved 
along divergent evolutionary paths from a common ancestor. In modern molecular-
epidemiological studies the characterization of MCV subtypes is often based on amplification 
and sequencing of specific parts of the viral DNA. On one hand, modern molecular methods, 
have, in practice, simplified the process of MCV subtype assignment, however, due to the lack 
of data on other MCV subtypes, by doing so they have also narrowed the range of MCV 
subtypes that can be determined to MCV1 and MCV2. 
The aim of our study was to, for the first time, characterize the genomic diversity of MCV1, 
MCV2 and other potentially detected MCV subtypes, and to develop a modern platform for the 
classification MCV subtypes, including MCV3 and MCV4. Based on characterization of 
complete MCV genome sequences we aimed to determine the evolutionary relationships 
between specific MCV subtypes, to clarify whether the evolutionary history of MCV had been 
to some degree shaped by recombination and to clarify whether different MCV genes evolve 
co-linearly at similar rates. In addition, we aspired to illuminate the genomic diversity of MCV 
populations originating from a single molluscum, multiple mollusca of the same host and from 
mollusca of multiple hosts. 
A total of 62 complete MCV genome sequences were interrogated during this study, including 
43 novel complete genome sequences of MCV1 and 12 novel sequences of MCV2. 
Phylogenetic analysis determined that the two subtypes MCV1 and MCV2, do in fact represent 
distinct genomic entities of MCV, genotypes MCV1 and MCV2. Syntenic relationships 
between genomes of MCV1 and MCV2, genome- and individual gene-scale similarity analyses 
indicated a generally co-linear, but divergent evolutionary paths with common ancestry. Greater 
genomic diversity was found among genomes of different MCV genotypes than among 
genomes of the same MCV genotype. Genomic diversity among MCV genomes originating 
from multiple hosts was found greater than among those that originated from the same host. 
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The genomic diversities of the two genotypes assumed similar intervals of values, and both 
were found to contain similar numbers of homologous genes. On the other hand, we identified 
a significant difference between the guanosine and cytosine contents of MCV1 and MCV2. We 
identified evidence of recombination in the genomic regions of some of the MCV genes related 
to host immune-evasion. On the other hand, non-recombinant genes indicated that they have 
evolved co-linearly but not necessarily at the same local rates, which is reflected in a mosaic 
genetic structure of MCV. The presence/absence of recombination in specific genomes 
coincided with the assignment to sub-genotype groups determined phylogenetically, as well as 
with the BamHI, ClaI and HindIII restriction maps determined in silico. By knowing one of the 
three contexts: the recombination pattern, the phylogenetic sub-genotype group or the 
restriction patterns, the other two contexts could be predicted effectively. By interrogating the 
in silico BamHI, ClaI in HindIII restriction profiles each MCV genome could be assigned an 
MCV subtype, coinciding with the genotype, determined phylogenetically. 
In conclusion, the current study greatly expands the knowledge of MCV genomic diversity   and 
its genotypes and provides a valuable resource for future epidemiological, evolutionary, 
functional pathogenicity and molecular assay development studies.  
 
Key words: molluscum contagiosum virus, MCV, molluscum contagiosum, genomic diversity, 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AIDS  sindrom pridobljene imunske pomanjkljivosti (angl. acquired immune defficiency 
syndrome) 
bp   bazni par 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
EMCLV Konjski virusu molluscum contagiosum podobni virus (angl. Equine molluscum 
contagiosum-like virus) 
GC  gvanozin, citozin 
HIV  virus človeške imunske pomanjkljivosti (angl. human imunodefficiency virus) 
ICTV  Mednarodni komite za taksonomijo virusov (angl. International Committee of 
Taxonomy of Viruses) 
IFNγ  interferon gama 
IL-18  interleukin-18 
ITR  invertirane terminalne ponovitve (angl. inverted terminal repeats) 
MC  molluscum contagiosum 
MCV  virus molluscum contagiosum 
MHC-I poglavitveni histokompatibilnostni kompleks I 
NCLDV veliki nukleocitoplazemski DNA virusi (angl. nucleocytoplasmic large DNA viruses) 
NEMO esencialni modulator jedrnega dejavnika κB 
NF-κB jedrni dejavnik κB 
ORF odprti bralni okvir (angl. open reading frame) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
RT-PCR  verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. real time polymerase chain 
reaction) 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species) 
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1. UVOD 
Virus molluscum contagiosum (MCV), povzročitelj molluscum contagiosum (MC), je od 
izkoreninjenja virusa variole zadnji znani predstavnik taksonomske družine virusov 
Poxviridae, katerega edini znani gostitelj so celice človeške kože (Bugert, 2008; Chen in sod., 
2013; Senkevich in sod., 1996; Shisler, 2015). MC je virusna okužba kože, ki se manifestira  v 
obliki malih, v sredini ugreznjenih, okroglih kožnih papul, kozic. Potek okužbe je navadno 
benignega in samoomejujočega značaja, lezije so navadno omejene v velikosti (do 5 mm) in 
številu (do 20) (Chen in sod., 2013). MC lezije po določenem času pogosto spontano izzvenijo, 
kar navadno spremljajo znaki lokalnega vnetja (Vermi in sod., 2011). Slabše klinične izide je 
pričakovati pri otrocih, bolnikih z AIDS in drugih imunosuprimiranih bolnikih, kjer se lahko 
pojavijo večje in številčnejše lezije, ki pogosteje potrebujejo zdravljenje (Chen in sod., 2013; 
Cotton in sod., 1987; Karadag in sod., 2013; Schwartz in Myskowski, 1992; Shisler, 2015; Vora 
in sod., 2015). MC je pogosta virusna okužba, z visoko ocenjeno seroprevalenco od 23 % v 
Avstraliji, 30 % v Veliki Britaniji, do 77 % med HIV-pozitivnimi v Avstraliji (Konya in 
Thompson, 1999; Sherwani in sod., 2014). V svetovnem merilu sodi MC med 50 bolezni z 
najvišjo prevalenco (Hay in sod., 2014). 
Zgodnje molekularno epidemiološke raziskave so, z rezanjem osamljene virusne DNA in 
ločevanjem razrezanih fragmentov po velikosti, pokazale, da obstajajo vsaj štiri genomske 
različice MCV (podtipi/genotipi; MCV1-4), ki se med seboj razlikujejo v številu in genomskih 
pozicijah prijemališč restrikcijskih endonukleaz (restrikcijski profili) (Darai in sod., 1986; 
Nakamura in sod., 1995; Parr in sod., 1977; Porter, 1987; Porter in sod., 1989; Porter in Archard, 
1992; Scholz in sod., 1989; Yamashita in sod., 1996). Razlik med posameznimi genotipi MCV 
z vidika klinične prezentacije ali poteka okužbe niso zaznali, razlike so se pojavljale predvsem 
v njihovih prevalencah in geografski razširjenosti posameznih podtipov (Agromayor in sod., 
2002; Darai in sod., 1986; Hošnjak in sod., 2015; Parr in sod., 1977; Porter in Archard, 1992; 
Thompson, 1997; Trama in sod., 2007; Trčko in sod., 2016). Najpogostejša genotipa sta MCV1 
in MCV2, MCV3 (Nakamura in sod., 1995; Porter in Archard, 1992) se je izkazal kot 
univerzalno redek, medtem ko so MCV4 odkrili le na Japonskem (Yamashita in sod., 1996). 
Napredek in večja dostopnost tehnik sekveniranja in verižne reakcije s polimerazo (PCR) sta 
omogočila zajem prvih delnih nukleotidnih zaporedij MCV1 in MCV2 (pristopni številki v 
GenBank: M63468 in M63487) z območja gena MC021L (Neil W. Blake, Colin D. Porter, 
1991) in prvega celotnega nukleotidnega zaporedja MCV – za genotip MCV1 (prist. št. 
GenBank: U60315) (Senkevich in sod., 1996; Senkevich in sod., 1997). Kasnejši molekularni 
testi za detekcijo MCV so bili osnovani na pomnoževanju posameznih fragmentov virusne 
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DNA (najpogosteje iz območja gena MC021L) s PCR in diskriminaciji med podtipoma na 
identifikaciji omejenega števila (1-2) karakterističnih nukleotidnih zamenjav v njih (Hošnjak 
in sod., 2013; Nuñez in sod., 1996; Thompson, 1997; Trama in sod., 2007).  
Za razliko od MCV1 in MCV2, genska banka ne vsebuje nobenega celotnega in/ali delnega 
zaporedja, ki bi izhajalo iz MCV3 ali MCV4 (14. 1. 2020). Čeprav je uvedba PCR prinesla 
velike poenostavitve ter omogočila praktično identifikacijo in kvantifikacijo MCV in 
razlikovanje med MCV1 in MCV2 tudi iz vzorcev celokupne DNA, pa ostaja primerjava 
restrikcijskih profilov smiselno edini način določitve podtipov MCV3 in MCV4. Zaradi 
pomanjkanja informacij ne bi mogli zanesljivo trditi niti, da med zaporedji, ki smo jim določili 
genotip MCV1 ali MCV2 z uporabo sodobnih, na PCR osnovanih tehnik ni takšnih, ki bi 
izhajala iz MCV3 in/ali MCV4. Prvo nukleotidno zaporedje celotnega genoma MCV2 je bilo 
opisano leta 2017 (López-Bueno in sod., 2017) in deponirano v gensko banko pod pristopno 
številko KY040274. Genotip MCV2 so avtorji v tem primeru določili na osnovi divergence 
nukleotidnih podobnosti od znanega zaporedij celotnega genomskega zaporedja MCV1 
(U60315), ter na osnovi podobnosti z zaporedji iz območja gena MC021L, ki so bila 
klasificirana bodisi kot MCV1 ali MCV2 večinoma na osnovi tehnik, ki med podtipoma 
razlikujejo na osnovi ene same nukleotidne zamenjave (Agromayor in sod., 2002; Hošnjak in 
sod., 2013; López-Bueno in sod., 2017; Nuñez in sod., 1996; Saral in sod., 2006; Trama in sod., 
2007; Trčko in sod., 2018). 
Z doktorsko nalogo smo želeli razširiti podatkovno zbirko nukleotidnih zapisov MCV, 
opredeliti njegovo genomsko raznolikost in evolucijsko povezanost med genotipoma MCV1 in 
MCV2. Nadalje nas je zanimalo ali so med genomi MCV različnih genotipov možne 
rekombinacije, na osnovi primerjave literaturnih restrikcijskih profilov in restrikcijskih 
profilov, osnovanih na nukleotidnih zapisih celotnih genomov, uskladiti in omogočiti enoten 
sistem klasifikacije genotipov MCV. 
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1.1. Namen dela in hipoteze 
Skozi doktorsko nalogo smo želeli opredeliti genomsko raznolikost virusa molluscum 
contagiosum (MCV) s pomočjo neposrednega določanja nukleotidnih zaporedij (sekveniranja) 
naslednje generacije. S pomočjo in silico restrikcije novo-sestavljenih celotnih nukleotidnih 
zaporedij MCV smo želeli postaviti temelje sodobni metodologiji za klasifikacijo virusnih 
podtipov MCV (MCV1, MCV2, MCV3 in MCV4). Na podlagi obstoječih in novo-pridobljenih 
celotnih in delnih nukleotidnih zaporedij MCV smo želeli opredeliti evolucijsko povezanost 
posameznih podtipov MCV, preveriti ali med posameznimi deli genoma MCV lahko prihaja do 
rekombinacij ter ali evolucija posameznih genov MCV poteka enakomerno. Dodatno smo želeli 
utemeljiti raznolikost virusnih populacij znotraj enega moluska, v več moluskih istega bolnika 
ter v moluskih različnih bolnikov. 
Delovne hipoteze 
1.  (a) Posamezne moluske povzroča okužba z eno genomsko različico MCV; (b) ponoven 
pojav moluskov po spontanem izginotju ali odstranitvi primarnega moluska je posledica 
reaktivacije latentne okužbe in ne nove okužbe z drugo genomsko različico. 
2. (a) Genetska raznolikost MCV1 je veliko večja, kot je trenutno znano; (b) edino objavljeno 
celotno nukleotidno zaporedje virusa MCV je v resnici konsenz najbolj pogostih 
nukleotidnih zaporedij MCV1. 
3. Sestava genoma in genetska raznolikost MCV2 je podobna MCV1.  
4. Novo razvita in silico metodologija za klasifikacijo virusnih podtipov MCV bo omogočala 
združitev dveh dosedanjih klasifikacijskih pristopov: neposrednega določanja nukleotidnih 
zaporedij in restrikcije celotne virusne DNA. 
5. (a) Podtipa MCV1 in MCV2 predstavljata dve ločeni veji v evolucijskem razvoju MCV; (b) 
največja evolucijska povezanost obstaja med nukleotidnimi zaporedji MCV istega moluska, 
najmanjša med MCV DNA moluskov različnih bolnikov. 
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2. PREGLED OBJAV 
2.1. Poksvirusi 
Taksonomska družina Poxviridae združuje skupino živalskih virusov, med katerimi sta 
najznamenitejša virus variole, povzročitelj črnih koz, in virus vakcinije, produkt dveh stoletij 
variolizacije (Payne, 2017), prototipa enega redkih in vsaj teoretično, dolgoročno vzdržnih 
načinov kljubovanja infekcijam, vakcinacije – cepljenja. Virus variole je v preteklosti povzročil 
ogromno število človeških smrti, od leta 1980 pa bolezen črnih koz velja za izkoreninjeno 
(Riedel, 2005).  
Slika 1. Oris evolucijskih sorodnosti med poksvirusi.  (Slika prirejena; vir: Smithson in sod., 2017) 
 
Poxviridae je družina virusov z najširšim znanim razponom gostiteljskih tropizmov, ki pa se 
razlikujejo od predstavnika do predstavnika: nekateri poksvirusi lahko okužujejo različne 
gostitelje, medtem ko so drugi omejeni le na enega (Oliveira in sod., 2017). Prva velika delitev 
poksvirusov (Slika 1) je utemeljena primarno na osnovi gostiteljskega tropizma, na tiste, ki 
okužujejo vretenčarje in spadajo v taksonomsko poddružino Chordipoxvirinae, in tiste, ki 
okužujejo žuželke in spadajo v poddružino Entomopoxvirinae (Oliveira in sod., 2017; Skinner 
in sod., 2009). Poddružino Chordipoxvirinae, poleg dveh nerazvrščenih vrst (Pteropox virus in 
Squirrelpox virus), sestavlja enajst rodov: Avi-, Capri-, Centa-, Cervidi-, Ortho-, Lepori-, Sui-, 
Yata-, Crocodyli-, Para- in Molluscipoxvirus (Skinner in sod., 2009). Do leta 2017 so bile 
Zorec T. M. Opredelitev genomske raznolikosti virusa molluscum contagiosum. Dokt. disertacija. 
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2020 
5 
zabeležene človeške okužbe z vsaj 11 različnimi poksvirusi, virusa vakcinije (VACV) in variole 
(VARV), virusi kravjih (CPXV), kameljih (CMLV) in opičjih (MPXV) koz iz rodu 
Orthopoxvirus, virus tanapox (TPV) in virus tumorjev opic Yaba (yaba monkey tumor virus - 
YMTV) iz rodu Yatapoxvirus, virusi Orf (ORFV), paravakcinije (PCPV), kravjega papularnega 
stomatitisa (BPSV) iz rodu Parapoxvirus, in virus molluscum contagiosum (MCV, MOCV) iz 
rodu Molluscipoxvirus (Oliveira in sod., 2017). Virusa VARV in MCV sta edina poksvirusa, 
katerih edini znani gostitelj je človek. Vsi ostali zgoraj navedeni poksvirusi so zoonotski, kjer 
je človek zgolj naključni gostitelj (Oliveira in sod., 2017). V zadnjih nekaj letih so poročila z 
vsega sveta bistveno razširila nabor, navadno novo-odkritih, poksvirusov z zoonotskim 
potencialom, npr. poksvirusi Akhmeta, Abbatino, Aljaska iz rodu Orthopoxvirus (Gao in sod., 
2018; Gigante in sod., 2019; Gruber in sod., 2018) in virusa NY_14 in Murmanski z rodu 
Centipoxvirus (Smithson in sod., 2017). Odkritja novih, porajajočih se, zoonotskih 
ortopoksvirusov v zadnjih letih povezujejo s padcem precepljenosti proti črnim kozam, ki je 
vznikalo odpornost tudi proti ostalim ortopoksvirusom, opuščati so ga začeli že v 70-ih letih 
20-ega stoletja (Gao in sod., 2018; Gigante in sod., 2019; Gruber in sod., 2018). Isti pojav 
vznika navzkrižne imunosti je primarno zaslužen tudi za uspešnost prvih vakcinacij (Riedel, 
2005). 
Slika 2. Poksvirusni delec. Levo: Struktura poksvirusnega delca. Desno: Slika virusa variola, posneta s 
transmisijskim elektronskim mikroskopom. (Vir: Payne in sod., 2017) 
 
Poksvirusni delci (Slika 2) imajo obliko kvadroidov ali ovodidov z dimenzijami približno 300 
nm × 200 nm × 200 nm, ki so v znotrajcelični obliki obdani z enim, v zunajcelični pa z dvema 
lipidnima dvoslojema; jedro je sestavljeno iz nukleoproteina z dvojnovijačno DNA, in stene, ki 
jo navzven obdaja palisadni sloj (Payne, 2017). Ob konkavitetah palisadnega sloja z jedrom se 
nahajata t.i. lateralni telesci, elektronsko gosti beljakovinski območji, ki ju navzven obdaja(ta) 
lipidni(na) dvosloj(a) (Payne, 2017).  
Poksvirusi spadajo v skupino velikih nukleocitoplazemskih DNA virusov (NCLDV), za katere 
so značilni največji med virusnimi genomi, z dolžinami med 80 in 500 kbp in vse do 1,5 Mbp 
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(Tupanvirus), ki s seboj nosijo lastne zapise za elemente transkripcijskega, translacijskega in 
DNA reparacijskega aparata (Iyer in sod., 2001; Oliveira in sod., 2017). Poksvirusni genomi 
merijo med 130 in 375 kbp, ki se z vsake strani začenjajo s pribl. 0,1 do 12,5 kbp dolgimi 
območji terminalnih invertiranih ponovitev (angl. Inverted terminal repeats - ITR) in 
omogočajo kovalentno povezavo med komplementarnima verigama v obliki lasničnih zank 
(angl. Hairpin loops) ter eventuelno oligomerizacijo, konkatamerizacijo oz. cirkularizacijo, 
sicer linearnega virusnega genoma in njegove komplementarne verige (Baroudy in sod., 1982; 
Lefkowitz in sod., 2006). Poksvirusi vsebujejo zapise za med 150 in 300 proteinov (Skinner in 
sod., 2009). Približno 49 genov se pojavlja v vseh (večini) poksvirusnih genomov in jih 
smatramo kot osrednje poksvirusne gene (angl. core genes). Znotraj poddružine 
Chordipoxvirinae je ohranjenih v skupnem približno 90 genov, ki se navadno nahajajo v 
osrednjem predelu virusnih genomov in običajno igrajo vloge pri virusnem pomnoževanju, 
translaciji in transkripciji, sestavljanju virusnih delcev ipd. (Lefkowitz in sod., 2006; Upton in 
sod., 2003). Proti terminalnim območjem poksvirusnih genomov navadno gravitirajo geni 
(robni geni), specifični za posamezen virus ali pa so povezani z virusnim tropizmom. Ti geni 
so pogosto vpleteni v regulacijo/modulacijo gostiteljevih protivirusnih mehanizmov, npr. 
antagonizem apoptozi, predstavitvi in prepoznavi antigenskih determinant, medcelični 
signalizaciji in mobilizaciji celic imunskega odziva (Nichols in sod., 2017; Oliveira in sod., 
2017; Randall in sod., 2014; Shisler, 2015; Upton in sod., 2003). V primeru osrednjih 
poksvirusnih genov je poleg homologije ohranjena tudi njihova prostorska razporeditev v 
genomu (t.i. sintenija), česar v primeru robnih genov, ki so povezani s tropizmom virusov za 
gostitelje, pogosto ne opazimo (Haller in sod., 2014; Lefkowitz in sod., 2006; Oliveira in sod., 
2017; Upton in sod., 2003). Glede na sestavo genomov se Chordipoxvirinae delijo na tiste z 
nizko vsebnostjo gvanina/citozina (~ 30-40 %) in na tiste z visoko vsebnostjo gvanina/citozina 
(> 60 %), med slednje spadajo virusi rodov Parapoxvirus, Crocodylipoxvirus in 
Molluscipoxvirus (Li in sod., 2010). 
Mednarodni komite za taksonomijo virusov (angl. International Committee on Taxonomy of 
Viruses – ICTV) v primeru poksvirusov ne navaja striktnih napotkov za določanje rodov in vrst 
novo-odkritim poksvirusom, pač pa nabor splošnih smernic, ki veljajo za taksonomsko družino. 
Natančneje, kriteriji za razvrščanje vrst so navedeni le za nekatere rodove (Skinner in sod., 
2009). Poleg kliničnih in seroloških značilnosti okužbe z danim poksvirusom, značilnosti 
kultivacije in vitro in tropizma, se upošteva še sintenična razmerja med celotnimi genomskimi 
zaporedji, aminokislinsko podobnost, vsebnost/odsotnost vsebnosti genov in filogenetsko 
uvrstitev (Skinner in sod., 2009). V primeru rodu Orthopoxvirus so si predstavniki iste vrste 
identični v več kot 98 % nukleotidov osrednjega genoma, povprečna nukleotidna identičnost 
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med genomi različnih vrst ortopoksvirusov starega sveta pa je 96 % (Skinner in sod., 2009).  
2.2. Virus molluscum contagiosum (MCV) in molluscum 
contagiosum (MC) 
Virus molluscum contagiosum (MCV), ki ga taksonomsko uvrščamo v raznoliko družino 
Poxviridae in poddružino Chordopoxvirinae, je edini predstavnik rodu Molluscipoxvirus, 
katerega edini znani gostitelj je človek (Chen in sod., 2013; Ehmann in sod., 2020; Shisler, 
2015). V začetku 2020 se je MCV v rodu Molluscipoxvirus pridružil konjski virusu molluscum 
contagiosum podobni virus (angl. equine molluscum contagiosum-like virus - EMCLV), ki se 
pojavlja sporadično pri oslih in konjih (Ehmann in sod., 2020). 
 Slika 3. Težavne oblike MC. (a) Gigantski molluscum na očesni veki imunsko-kompetentnega otroka 
(Vir: Vardham in sod., 2010). (b) Razsejani gigantski molluscum pri bolniku z AIDS (Vir: Vora in sod., 
2015). 
 
Klinično izražena okužba z MCV se manifestira v obliki umbiliciranih papul imenovanih 
molluscum contagiosum (sg. nom.; okrajšano MC), iz katerih lahko iztisnemo viskozno belo-
rjavo tekočino. Moluski so navadno omejeni v velikosti (3-5 mm) in številu (< 20), pri otrocih 
in imunsko oslabljenih bolnikih pa se lahko pojavijo večji moluski in v večjem številu (tudi nad 
100), kar je pri bolnikih z AIDS slab prognostičen znak, saj nakazuje na močno imunsko 
oslabelost (Brown in sod., 1981; Chen in sod., 2013; Ficarra in sod., 1994; Schwartz in 
Myskowski, 1992; Vardhan in sod., 2010; Vora in sod., 2015). Moluski se lahko pojavijo 
kjerkoli na koži, navadno na poraščenih predelih, pri odraslih so najpogostejši v anogenitalnem 
predelu in na notranji strani stegen, pri otrocih se pogosteje pojavljajo na obrazu, pod pazduho, 
po trebuhu, komolčnih in kolenskih vdolbinicah (Brown in sod., 1981; Chen in sod., 2013). 
Zelo redki so pojavi moluskov na dlaneh, stopalih, ustnicah, v ustih ali na očesni veznici, ter v 
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obliki HPV-negativnih kondilomov (Mühr in sod., 2015; Brown in sod., 1981; Chen in sod., 
2013; Fornatora in sod., 2001; Ha in sod., 1998; Svirsky in sod., 1985; Whitaker in sod., 1991). 
Inkubacijski čas MC je ocenjen na od enega tedna do 6 mesecev, najpogosteje med 2 in 3 
mesece (Birthistle in Carrington, 1997; Brown in sod., 1981). S poskusi z umetno inokulacijo 
so leta 1905 inkubacijski čas MCV ocenili na 50 dni (Chen in sod., 2013; Juliusberg, 1905). V 
povprečju so trajanje okužbe pri otrocih v Veliki Britaniji ocenili na 13,3 meseca do spontane 
ali intervenirane razrešitve moluskov, pri čemer so pri 13 % otrok moluski vztrajali dlje kot 24 
mesecev (Olsen in sod., 2015). Nezdravljene okužbe pri odraslih navadno trajajo od dveh 
tednov do štirih let, najpogosteje pa spontano izginejo po dveh mesecih (Brown in sod., 2006; 
Chen in sod., 2013; Hawley, 1970; Lee in Schwartz, 2010). Spontane ozdravitve MC po navadi 
spremljajo znaki lokalnega vnetja (rdečica, srbečica), v nekaterih primerih multiplih moluskov 
po izginotju ene lezije izginejo tudi druge (Baek in sod., 2011; Berger in sod., 2012; Butala in 
sod., 2013; Netchiporouk in Cohen, 2012; Rocamora in sod., 1996). 
Preprečevanje okužbe z MCV temelji na preprečevanju tesnih stikov z okuženimi deli telesa in 
predmeti, ki so bili v stiku z njimi. Specifičnega protivirusnega zdravila za MCV ni, MC se 
praviloma zdravi z mehanskimi postopki odstranitve, kot sta eksohelacija ali zamrzovanje 
lokalne spremembe (krioterapija) (Brown in sod., 2006; Griffith in sod., 2014; Hanna in sod., 
2006; Janniger in Schwartz, 1993; Weller in sod., 1999). Možno je tudi zdravljenje z lokalnimi 
kemičnimi agensi, katerih namen je spodbuditi lokalni imunski odziv, pogosto preko iritacije,  
npr. s podofilotoksinom, kalijevim hidroksidom, kantaridinom, derivati vitamina A (adapalen, 
tazeroten), ali drugih imunomodulatornih lastnosti spojin (Coloe in Morrell, 2009; Forbat in 
sod., 2017; Romiti in sod., 2000; Scheinfeld, 2007). Imikvimod naj bi pripomogel k 
mobilizaciji lokalnega odziva preko spodbujanja nastajanja interferonov (Lin in sod., 2010). V 
primerih razsejanih okužb, npr. pri imunsko oslabljenih bolnikih, konvencionalni, mehanski 
postopki zdravljenja MC pogostno niso praktični in so, zaradi večje možnosti sekundarnih 
okužb, manj primerni. Pri imunsko oslabljenih je bila zabeležena uspešna raba imikvimoda, 
intra-lezijske aplikacije interferonov, intravensko zdravljenje s cidofovirjem, zdravljenje s 
pulznim barvnim laserjem, fotodinamično zdravljenje (Gold in Moiin, 2007; Griffith in sod., 
2014; Hourihane in sod., 1999; Kilic in Kilicbay, 2006; Lin in sod., 2010; Meadows in sod., 
1997; Nehal in sod., 1998; Nelson in sod., 1995; H. P. Nguyen in sod., 2014). Uvedba 
protiretrovirusne terapije pri bolnikih z AIDS pripomore k rehabilitaciji imunskega odziva in 
posledično k regresiji moluskov, v nekaterih primerih po prehodnem poslabšanju (Shelburne in 
sod., 2005).  
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Slika 4. Molluscum contagiosum. (A) na torzu 6-letnega, (B) penisu 43-letnega bolnika (Vir: Trčko in 
sod., 2018). 
 
Velik pomen pri diagnostiki MC igra značilen izgled lezij (Slika 4), zato navadno zadošča 
klinična diagnoza. Pri diagnostiki si kliniki lahko pomagajo s pristopi, kot je površinska 
mikroskopija, na voljo pa so še histopatološke preiskave, elektronska mikroskopija (prisotnost 
značilnih poksvirusnih delcev; Slika 2) in molekularno dokazovanje prisotnosti MCV DNA. 
Serološko dokazovanje prisotnosti protiteles proti MCV je možno, a nima diagnostične 
vrednosti, tovrstne preiskave imajo vlogo predvsem pri epidemiološki oceni prevalence MCV 
v splošni populaciji (Konya in Thompson, 1999; Sherwani in sod., 2014). Nedavna raziskava 
je pokazala 92,6 % ujemanje med klinično diagnozo in detekcijo MCV v odvzetem tkivnem 
vzorcu z molekularnimi testi, ter popolno ujemanje med molekularno in histopatološko 
diagnozo, kot MC pa so bile v vseh primerih najpogosteje napačno klinično klasificirane 
anogenitalne bradavice (Trčko in sod., 2018). Poleg bradavic povzročenih s HPV, naj bi se kot 
MC najpogosteje narobe klinično klasificiralo še herpes simplex, varičelo, kožne kriptokokoze 
ipd. (Trčko in sod., 2018, 2016). Pri histološkem pregledu preparatov MC je pri barvanju s 
hematoksilinom in eozinom značilen npr. pojav eozinofilnih telesc, velikosti do 35 µm v 
keratinocitih bazalne, trnaste in zrnate plasti epidermisa (Henderson-Patersonova telesca) 
(Brown in sod., 1981; Postlethwaite, 1970; Reed in Parkinson, 1977; Trčko in sod., 2016). Po 
drugi strani, molekularna diagnostika MC temelji na dokazu prisotnosti DNA MCV (Poglavje 
2.5) v tkivnem vzorcu, odvisna pa je predvsem od poznavanja genoma MCV (Poglavje 2.4). 
2.3. Potek okužbe z MCV 
MCV na poškodovanih mestih doseže in okuži celice bazalne plasti epidermisa (Slika 5). Pri 
vstopu virusa v celico bi lahko imeli ključne vloge receptor za epidermijski rastni dejavnik 
(angl. epidermal growth factor – EGF) in različni kemokinski receptorji, za začetno interakcijo 
s celičnim površjem pa bi lahko bili, kakor pri virusu vakcinije, ključni celični površinski 
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proteoglikani (Carter in sod., 2005; Chen in sod., 2013; Lalani in McFadden, 1999). 
Keratinociti bazalnega sloja po vstopu virusa prekomerno izražajo receptor za EGF in znake 
hiperplazije (Viac in Chardonnet, 1990). Formacija eozinofilnih inkluzijskih telesc, imenovanih 
Henderson-Patersonova telesca, se začne na prehodu med trnasto in zrnato plastjo povrhnjice 
(epidermisa), ki predstavlja mesto poteka sestavljanja novih virusnih delcev, ki so obdani z 
membrano. Nadalje, vzdolž gradienta celične diferenciacije, od bazalne lamine navzven, proti 
zrnati in roženi plasti, inkluzijska telesca rastejo, pri čemer jedra in organele potiskajo ob rob 
celice. Virusi dozorijo v petih dneh, gostiteljske celice nabreknejo in ob razpadu rožene plasti 
v okolico sprostijo ogromne količine virusov (Epstein in Fukuyama, 1973; Vreeswijk in sod., 
1976). Uspešno dokončanje virusnega razmnoževalnega cikla je v veliki meri odvisno od 
učinkovitega izogibanja gostiteljevemu imunskemu odzivu, v ta namen je MCV razvil vrsto 
mehanizmov, na katere namigujejo različni MCV geni (Poglavje 2.4). Virusne delce pred 
izpostavitvijo imunskemu sistemu ščitijo še membrane inkluzijskih telesc in anatomska 
pregrada, bazalna membrana (Moss in sod., 2000). Ob aktivaciji imunskega odziva v lezijo 
migrirajo citotoksični limfociti T, naravne celice ubijalke in plazmacitoidne dendritične celice 
(Vermi in sod., 2011). 
Slika 5. Potek okužbe z MCV. Levo: Normalna povrhnjica (epidermis). Desno: Povrhnjica okužena z 
MCV. (Vir: Chen in sod., 2013) 
 
2.4. Genom MCV 
Genom MCV je dolg okrog 190 kbp in na obeh začetkih vsebuje 2 – 12 kbp dolgi območji ITR 
(Porter in Archard, 1992; Senkevich in sod., 1996). Prva delna zaporedja MCV podtipov MCV1 
in MCV2 so izhajala iz območja gena MC021L, analoga gena velikega antigena ovojnice p37K 
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virusa vakcinije, s pristopnima številkama M63468 in M63487 (Blake and Porter, 1991). 
Določitev celotnih nukleotidnih zaporedij MCV omejuje predvsem odsotnost uspešnega 
modela gojenja virusa in vitro. Senkevich in sod. so leta 1996 z metodo pomikanja 
oligonukleotidnih začetnikov (angl.: primer-walking) opredelili prvo celotno nukleotidno 
zaporedje genomske MCV DNA, podtipa MCV1 (GenBank prist. št.: U60315), ter na osnovi 
primerjave celotnega nukleotidnega zaporedja MCV1 z nukleotidnimi zaporedji drugih 
poksvirusov definirali genetsko zgradbo celotnega genoma MCV in napovedali območja, ki 
kodirajo proteine (Senkevich in sod., 1996; Senkevich in sod., 1997). Nedavna raziskava 
transkriptomov MCV je potrdila obstoj transkriptov napovedanih genov in jih razvrstila med 
zgodnje, srednje in pozne gene, glede na obdobje v pomnoževalnem ciklu, ko se izražajo 
(Mendez-Rios in sod., 2016). Nadalje je omenjena raziskava nakazala na bistveno počasnejši 
potek okužbe z MCV, kot so ga predvidevali glede na predhodne raziskave z VACV (Mendez-
Rios in sod., 2016). Prvo celotno nukleotidno zaporedje MCV podtipa MCV2 je bilo določeno 
in deponirano v gensko banko GenBank leta 2017 pod pristopno št. KY040274, v okviru iste 
raziskave so avtorji prispevali še tri dodatna celotna genomska zaporedja MCV1, pri čemer so 
podtipe določali preko nukleotidne podobnosti z znanim delnim in/ali celotnim zaporedjem 
MCV, ter na osnovi filogenetskih grupiranj (s pristopnimi številkami KY040275, KY040276 in 
KY040277) (López-Bueno in sod., 2017). Med genomi genotipov MCV1 in MCV2 so López-
Bueno in sod. (2017) odkrili prve indikacije rekombinacij, ki so bile doslej sicer opisane le med 
poksvirusi različnih vrst znotraj rodu Orthopoxvirus (Gershon in sod., 1989; Gigante in sod., 
2019; Smithson in sod., 2017; Upton in McFadden, 1986) in med poksvirusi iste vrste (Coulson 
in Upton, 2011; Qin in Evans, 2014; Smithson in sod., 2014). 
Senkevich in sod. (1996) so v celotnem genomu MCV sprva opisali 164 genov, ki so označeni 
v referenčnem genomskem zaporedju MCV s prist. št. U60315, kasneje pa so z natančnejšo 
analizo napovedali skupno 182 MCV genov, ki pa jih niso vnesli v gensko banko (Senkevich 
in sod., 1997). Med 182 MCV geni, označenimi s predpono »MC«, zaporedno številko glede 
na pozicijo v genomu (001-164) in pripono R/L, ki označuje smer branja (R – v desno, branje 
z glavne verige; L – v levo, branje s komplementarne verige), je 105 MCV beljakovin 
homolognih beljakovinam variole ali drugih poksvirusov (Senkevich in sod., 1996; Senkevich 
in sod., 1997), preostalih 77 genov, ki načeloma gravitirajo proti terminalnim področjem 
genoma pa se smatra kot unikatne MCV gene, katerih vloge večinoma niso znane (Chen in sod., 
2013). MCV nosi zapise za vrsto beljakovin, povezanih z izogibanjem imunskemu odzivu 
gostitelja (Tabela 1), med katerimi pa je tudi nekaj zapisov, ki gravitirajo proti osrednjemu delu 
MCV genoma (npr. MC035R, MC054L, MC066L, MC080R). MCV za izogibanje imunskemu 
odgovoru gostitelja posega po širokem naboru strategij.  
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Tabela 1. Beljakovine MCV vpletene v izogibanje imunskemu odzivu. 
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Beljakovine MC002L, MC006L in MC162R vsebujejo sekvenčne motive, ki bi lahko 
pripomogli k stabilizaciji inkluzijskih telesc, endosomov, in s tem mehanično zmanjšali 
verjetnost izpostavitve virionov gostiteljevemu imunskemu sistemu (Chen in sod., 2013; 
Epstein in Fukuyama, 1973; Vreeswijk in sod., 1976). Po drugi strani so bile beljakovine 
MC002L, MC161R in MC162R opisane tudi v povezavi s pretiranim recikliranjem površinskih 
receptorjev in zmanjšano aktivacijo limfocitov T (Bugert, 2008; Chen in sod., 2013; Schwartz 
in Myskowski, 1992).  
Beljakovini MC007L, podobno kot papilomavirusni beljakovini E7, pripisujejo zmožnost 
vezave in inaktivacije humane retinoblastomske beljakovine (pRb), in posledično 
preprečevanje blokade celičnega cikla (Mohr in sod., 2008; Shisler, 2015). Beljakovini 
MC026L, na podlagi podobnosti z beljakovino virusa Orf, pripisujejo zmožnost interakcije s 
celičnim anafaznim kompleksom (Mo in sod., 2009). 
Beljakovini MC066L, ki v aktivnem mestu vsebuje selenocistein, in MC163R sta homologa 
človeške glutation peroksidaze in superoksid dismutaze (SOD) sladkega krompirja (Moss in 
sod., 2000; Nichols in sod., 2017), celičnega redoks sistema za zaščito pred reaktivnimi 
kisikovimi zvrstmi in zaviranje posledične apoptoze. V kontekstu povrhnjice, bi bil MC066L 
lahko povezan z zaščito pred oksidativnim stresom, povzročenim z izpostavitvijo 
ultravijoličnim žarkom (Shisler in sod., 1998). Zaradi nizke podobnosti s krompirjevo SOD je 
superoksid dismutazna aktivnost MC163R sicer postavljena pod vprašaj, so pa pokazali, da je 
beljakovina sposobna zaviranja intrinzične poti apoptoze (Coutu in sod., 2017; Nichols in sod., 
2017).  
Beljakovinam MC035R, MC54L in MC148R pripisujejo z zaviranjem kemotakse in 
aktivacijo/signalizacijo limfocitom T povezane vloge. MC035R je homolog družine 
poksvirusnih beljakovin B22, ki inaktivirajo in/ali preprečujejo aktivacijo celic T in vitro in v 
živalskih modelih (Alzhanova in sod., 2014; Reynolds in sod., 2017). MC054L je secenirani 
analog človeške beljakovine, ki veže intereukin-18 (hIL-18 BP), ki preprečuje nastajanje 
interferona gama (IFNγ) in delovanje celic T in NK (Reading in Smith, 2003; Xiang in Moss, 
2001). Beljakovina MC148R je secenirani virusni homolog kemokinov družine CC, ki lahko 
nasprotuje učinkom različnih kemokinov, in zavira kemotakso monocitov, limfocitov in 
nevtrofilcev (Shisler, 2015). Opisana je bila vezava na kemokinska receptorja CCR8 in 
CXCL12α, zanimivo pa se beljakovinama MC148R genotipov MCV1 in MCV2 pripisuje 
nekoliko različne nabore molekulskih tarč (Bugert in sod., 1998; Lüttichau in sod., 2000; Paslin 
in sod., 2015; Shisler, 2015). 
MC080R je homologna humani beljakovini poglavitvenega histokopmatibilnostnega 
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kompleksa I (MHC-I), zaradi česar ji pripisujejo vlogo pri modulaciji delovanja celic NK 
(Bugert, 2008).  
Prepletenost s signalno potjo povezano z jedrnim dejavnikom κB (NF-κB) pripisujejo 
beljakovinam MC005L, MC132L in MC159L. MC005L naj bi preprečevala aktivacijo NF-κB 
preko interakcije z IκB kinazno podenoto esencialnega modulatorja NF-κB (NEMO) (Brady in 
sod., 2017), MC132L pa naj bi zavirala delovanje NF-κB z vezavo in degradacijo podenote NF-
κB, p65 (Brady in sod., 2015). Beljakovini MC159L in MC160L sta virusni FLIP beljakovini 
(vFLIP), ki z vezavo na s Fas-povezanim dejavnikom celične smrti (FADD), preprečita 
aktivacijo prokaspaze-8 in zavirata s kaspazo-8 pogojeno apoptozo v okuženih celicah (Krause 
in sod., 2016; Randall in sod., 2014; Shisler, 2015). Nadalje se MC159L pripisuje še zmožnost 
zaviranja apoptoze pogojene z delovanjem tumor nekrotizirajočega dejavnika alfa (TNFα) in 
zaviranja in/ali aktivacije signalne poti NF-κB preko interakcije z NEMO in z receptorji 
interagirajoče kinaze 1 (RIP1) (Krause in sod., 2016; Randall in sod., 2014; Shisler, 2015). 
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2.5. Molekularna epidemiologija MCV 
Prve raziskave zgradbe genoma MCV so temeljile na rezanju genomske DNA z restrikcijskimi 
endonukleazami (BamHI, ClaI in HindIII) in ločevanju encimsko razrezanih delcev DNA po 
velikosti – na ta način so nakazali obstoj vsaj štirih podtipov MCV: MCV1, MCV2, MCV3 in 
MCV4 in njihovih različic (MCV1p, MCV1va, MCV1vb, MCV2p, MCV2va, MCV2vb, 
MCV2vc) (Darai in sod., 1986; Nakamura in sod., 1995; Parr in sod., 1977; Porter in Archard, 
1992; Scholz in sod., 1989; Yamashita in sod., 1996). Podtip MCV3 (Porter in Archard, 1992) 
je bil sprva opredeljen kot različica MCV2 (Scholz in sod., 1989), kar bi lahko nakazovalo na 
bližnjo sorodnost med tema dvema podtipoma. V nadaljevanju so raziskovalci glede na celotno 
genomsko in delna genomska zaporedja MCV1 in MCV2, razvili oligonukleotidne začetnike, 
ki so bili primerni za pomnoževanje delnih nukleotidnih zaporedij MCV s PCR, ki so vsebovala 
tipsko-značilna restrikcijska mesta (Nuñez in sod., 1996; Thompson, 1997). Nuñez in sod. 
(1996) so za razlikovanje med podtipoma MCV1 in MCV2 uporabljali dve delni nukleotidni 
zaporedji (393 bp dolg del gena MC021L in 575 bp dolg del gena MC133L), medtem ko je 
Thompson (1997) na osnovi 167 bp dolgega odseka iz območja terminalnih ponovitev lahko 
razlikoval med MCV1, MCV2 ter med MCV1 in eno od njegovih različic (MCV1v). Trama in 
sod. (2007) so z uporabo PCR v realnem času (RT-PCR) in nadaljnjim pirosekveniranjem 
poenostavili identifikacijo in tipizacijo MCV. Na podlagi nukleotidnega zaporedja gena 
MC021L MCV1 in MCV2 so razvili oligonukleotidne začetnike, ki so primerni za 
pomnoževanje 149 bp dolgega dela omenjenega gena in omogočajo občutljivo in specifično 
razlikovanje med MCV1 in MCV2. Nadaljnjo poenostavitev s preoblikovanjem 
oligonukleotidnih začetnikov in dodatkom dveh podtipsko-značilnih hibridizacijskih lovk, ki 
omogočata tipizacijo MCV1 in MCV2 na podlagi analize talilnih krivulj, brez dodatnega 
koraka sekveniranja RT-PCR pridelkov, so uvedli Hošnjak in sod. (2013). Ker so v genski banki 
(GenBank) trenutno dostopna le celotna nukleotidna zaporedja ter posamezni daljši in krajši 
deli genomov MCV1 in MCV2, so raziskave, ki temeljijo na obstoječih sekvenčnih podatkih, 
omejene zgolj na razlikovanje med podtipoma MCV1 in MCV2. Podtipa MCV3 in MCV4 sta 
bila do sedaj zaznana izključno na osnovi restrikcijskih vzorcev celotnih genomov MCV. Vsaka 
nova določitev podtipov MCV3 in MCV4 bi torej morala zaenkrat temeljiti na primerjavi 
pridobljenih restrikcijskih vzorcev z referenčnimi restrikcijskimi vzorci celotnih nukleotidnih 
zaporedij MCV1, 2, 3 in 4 (te lahko najdemo v: Parr in sod., 1977, Darai in sod., 1986; Scholz 
in sod., 1989; Porter in Archard, 1992; Nakamura in sod., 1995; Yamashita in sod., 1996).  
Raziskave so pokazale, da se razmerja pogostnosti pojavnosti podtipov MCV razlikujejo glede 
na geografsko lokacijo (Tabela 2). Globalno so najpogostejše okužbe s podtipom MCV1, ki so 
ga osamili iz 78-100 % testiranih vzorcev, sledi mu MCV2, medtem ko se MCV3 in MCV4 
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pojavljata redkeje. MCV4 so do sedaj odkrili le na Japonskem (Agromayor in sod., 2002; Darai 
in sod., 1986; Nakamura in sod., 1995; Nuñez in sod., 1996; Porter, 1987; Porter in sod., 1989; 
Saral in sod., 2006; Taghinezhad-S in sod., 2018; Thompson, 1997; Thompson in sod., 1990; 
Yamashita in sod., 1996). Najnižje razmerje med pojavnostma podtipov MCV1 in MCV2 so 
odkrili v Sloveniji (Trčko in sod., 2018, 2016). Izsledki raziskav nakazujejo tudi na razlike v 
porazdelitvi podtipov MCV glede na starostno stratifikacijo, saj so opazili, da razmerje 
pojavnosti MCV1:MCV2 pada z naraščajočo starostjo bolnikov (Scholz in sod., 1989; 
Thompson in sod., 1990; Yamashita in sod., 1996). Yamashita in sod. (1996) so v svoji raziskavi 
pokazali tudi razlike v zastopanosti MCV1 in MCV2 med moško in žensko populacijo, saj je 
bilo razmerje MCV1:MCV2 pri ženskah višje kot pri moških. Nekatere raziskave so pokazale, 
da se pri bolnikih, ki so okuženi z virusom človeške imunske pomanjkljivosti (HIV), v 
primerjavi z MCV1, pogosteje pojavljajo okužbe z MCV2 (Konya in Thompson, 1999; 
Thompson, 1997; Thompson in sod., 1990; Yamashita in sod., 1996). Splošno velja, da se 
manifestacije okužbe z različnimi podtipi MCV med seboj ne razlikujejo v morfologiji 
sprememb, njihovem številu, anatomski lokaciji in zdravljenju (Porter in Archard, 1992; Scholz 
in sod., 1989).  
Danes se pri molekularni identifikaciji MCV najpogosteje uporabljajo izvedbe PCV in/ali RT-
PCR, ki omogočajo pomnoževanje gena MC021L, pri čemer se za diskriminacijo med 
podtipoma MCV1 in MCV2 uporablja en od principov, ki so predstavljeni v Nuñez in sod. 
(1996), Trama in sod. (2007) ali Hošnjak in sod. (2013) (Hošnjak in sod., 2013; Saral in sod., 
2006; Taghinezhad-S in sod., 2018; Trama in sod., 2007). 








Način določitve podtipov 
Darai in sod., 1986 14 13:1 Restrikcije genomov 
Scholz in sod., 1989 222 28:1 Restrikcije genomov 
Thompson in sod., 1990 71 1,75:1 PCR, sekveniranje 
Porter in Archard, 1992 106 3,2:1 (80:25:1) Restrikcije genomov 
Nuñez in sod., 1996 39 38:1 
PCR MC021L, MC133L, 
restrikcije pomnožkov 
Nakamura in sod., 1995 477 36,3:1 (109:3,25:6:1) Restrikcije genomov 
Yamashita in sod., 1996 184 13:1 Restrikcije genomov 
Agromayor in sod., 
2002 
147 146:1 
PCR MC021L, MC133L, 
restrikcije pomnožkov 
Saral in sod., 2006 61 61:0 
PCR MC021L, MC133L, 
restrikcije pomnožkov 
Trama in sod., 2007 34 2,8:1 qPCR MC021L, sekveniranje 
Trčko in sod., 2016 188 1,54:1 
qPCR MC021L, analiza talilnih 
krivulj 
Taghinezad-S in sod., 
2018 
114 3,96:1 PCR MC021L, sekveniranje 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Materiali 
V raziskavo smo skupno vključili 62 nukleotidnih zaporedij celotnih genomov MCV, ki so za 
boljšo preglednost razdeljeni v tri podatkovne sklope (1, 2 in 3; Tabela 3). Šestinpetdeset 
celotnih genomskih zaporedij MCV smo sestavili de novo iz sekvenčnih odčitkov pridobljenih 
s sekveniranjem, pri čemer smo 22 celotnih genomskih zaporedij MCV (podatkovni sklop 1) 
pridobili s sekveniranjem zbirke kliničnih vzorcev iz predhodne raziskave, opravljene v sklopu 
doktorskega dela dr. Katarine Trčko (Trčko, 2016). Nadaljnjih 34 celotnih genomskih zaporedij 
MCV (podatkovni sklop 2) smo sestavili na osnovi sekvenčnih podatkov, pridobljenih iz prosto 
dostopnega spletnega repozitorija surovih sekvenčnih odčitkov (angl. Sequence read archives 
– SRA), ki so bili del raziskave Tirosh in sod. (2018) (prist. št. raziskave v SRA: 
PRJNA471898) Tirosh in sod. (2018) so na osnovi brisov in punktatov kože preiskovali virom 
kože bolnikov z imunsko pomanjkljivostjo DOCK8, podatkovne sete surovih sekvenčnih 
odčitkov so deponirali v spletno bazo SRA (ang. sequence read archives – SRA), kjer so podatki 
dostopni pod pristopno številko raziskave PRJNA471898. Tekom raziskave smo uporabljali še 
6 obstoječih sestav celotnih MCV genomov, ki so izhajale iz raziskav Senkevich in sod. (1996) 
in López-Bueno in sod. (2017) ter smo jih pridobili neposredno iz genske banke GenBank pod 
pristopnimi številkami U60315, KY040274-KY040277 ter MH64655 (sklop 3). 
Tabela 3. Pregled podatkovnih sklopov in izvora podatkov. 






Klinični vzorci (Trčko, 2016) 
Surovi odčitki (HiSeq + 
Nanopore (+ MiSeq)) 
7 
Sklop 1b 
Surovi odčitki (HiSeq 
(+ MiSeq)) 
15 
Sklop 2 SRA (Tirosh in sod., 2018) Surovi odčitki (HiSeq) 34 
Sklop 3 
GenBank (López-Bueno in sod., 





Sekvenčni podatki podatkovnega sklopa 1 so bili zajeti z uporabo naprav Illumina MiSeq, 
HiSeq2000 in HiSeq2500 (Illumina, San Diego, CA, ZDA), v formatih 2×150 bp, 2×250 bp, in 
2×300bp (podatkovni sklop 1a in 1b). Za nekatere izmed vzorcev podatkovnega sklopa 1 smo 
poleg kratkih odčitkov, s pomočjo naprave Oxford Nanopore MinIon (Oxford Nanopore 
Technologies – ONT, Oxford, VB) zajeli še dolge odčitke (podatkovni sklop 1a). Sekvenčne 
odčitke podatkovnega sklopa 2 so avtorji zajeli z uporabo naprave Illumina HiSeq v formatu 
2×125 bp (Tirosh in sod., 2018).  
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Podatki o posameznih sestavah oz. celotnih genomih, uporabljenih tekom naše raziskave, 
njihovih pristopnih številkah v genski banki GenBank, vključno z globinami pokritosti, 
dolžinami celotnih genomov, dolžinami ITR, števili vsebovanih genov, pristopnimi številkami 
izvornih podatkov v SRA (za podatkovni sklop 2) so na voljo v Prilogi 1. 
V nadaljevanju, kjer se opredeljujemo do postopkov, s katerimi so bili izbrani posamezni 
vzorci, pripravljene sekvenčne knjižnice ali zajeti sekvenčni podatki, se nanašamo na vzorce, 
ki spadajo v podatkovni sklop 1. Postopki, s katerimi so bili pridobljeni sekvenčni odčitki 
podatkovnega sklopa 2, so opisani v poročilu relevantne raziskave, Tirosh in sod. (2018). 
Glede zajema in analize sekvenčnih podatkov na osnovi kliničnih vzorcev, ki so izhajali iz 
zbirke kliničnih vzorcev MC dr. Katarine Trčko, smo s strani KME-RS pridobili pozitivno 
mnenje o etični sprejemljivosti raziskave (št. odločbe: 0120-168/2017-3 oz. KME 47/04/17). 
Tekom raziskave nismo imeli dostopa do podatkov, ki bi lahko razkrili identiteto pacientov. 
Sekvenčni odčitki podatkovnega sklopa 2 so bili v spletni bazi SRA prosto dostopni, brez 
osebnih podatkov bolnikov. 
Opredelitev raznolikosti posameznih MCV genov smo nato skušali dopolniti z dodatkom 
celotnih zaporedij MCV genov iz genske banke (GenBank), ki niso del celotnih genomskih 
zaporedij MCV. V ta namen smo iz genske banke pridobili vsa nukleotidna zaporedja, ki so 
registrirana pod taksonomskim označevalcem MCV (txid10279), ne vsebujejo zapisov celotnih 
genomov MCV ali patentov (iskalna vrstica: »txid10279[Organism:exp] NOT ("complete 
genome" OR "patent")«). Takšnih je bilo 269 nukleotidnih zaporedij, ki so vsebovala 326 
kodirajočih zaporedij (registriranih v genski banki), med katerimi je 67 kodirajočih 
nukleotidnih zaporedij (iz 47 vnosov v genski banki) predstavljalo zapise celotnih nukleotidnih 
zapisov znanih MCV genov. Iz genske banke smo pridobili še 153 delnih nukleotidnih 
zaporedij, ki izvirajo iz gena MC021L. Vsa dodatna nukleotidna zaporedja MCV, ki v genski 
banki niso zastopana s celotnimi genomi MCV so navedena v Prilogi 4. 
  
Zorec T. M. Opredelitev genomske raznolikosti virusa molluscum contagiosum. Dokt. disertacija. 
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2020 
19 
3.2. Metode dela 
3.2.1. Podatkovni sklop 1: priprava vzorcev in sekveniranje 
3.2.1.1. Osamitev in vrednotenje celokupne DNA iz vzorcev MC 
Iz svežih tkivnih vzorcev MC smo celokupno DNA osamili z uporabo komercialno dostopnega 
kompleta kemikalij QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija), po postopku opisanem 
v Komloš in sod., (2012). 
Vsebnost osamljene celokupne DNA smo ocenjevali z uporabo kompleta kemikalij QubitTM 
dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ZDA) in napravo QubitTM 3.0 
(Thermo Fisher Scientific), po proizvajalčevih navodilih. Virusno breme smo podali kot število 
kopij virusnega genoma na diploidno človeško celico, kar smo izrazili na osnovi qPCR CT 
vrednosti za 149 bp dolgo zaporedje gena MC021L (U60315: 27379-27528) in 268 bp dolgo 
zaporedje človeškega gena za beta-globin, z uporabo standardnih krivulj, kot opisano 
predhodno (Hazard in sod., 2006; Hošnjak in sod., 2013; Hošnjak in sod., 2014). V skladu s 
predhodnimi raziskavami, smo v izračunih predpostavili vsebnost 6.6 pg DNA na človeško 
celico (Hošnjak in sod., 2013; Hošnjak in sod., 2014).  
Za primarno opredelitev podtipa MCV smo uporabili predhodno objavljen MCV FRET qPCR, 
ki omogoča razlikovanje med podtipoma MCV1 in MCV2 na osnovi prisotnosti mutacije 
U60315.27451A>G. Razlika se odrazi v premiku temena, točke največjega padca intenzitete 
fluorescence (530 nm), prvega odvoda talilne krivulje (Hošnjak in sod., 2013). 
Porazdelitev dolžin fragmentov DNA v vzorcih smo določali z uporabo instrumenta LabChip 
GX Touch (Perkin Elmer, Waltham, MA, ZDA), ki omogoča vrednotenje porazdelitev dolžin 
fragmentov DNA znotraj območja 50 – 40.000 bp, po navodilih proizvajalca.  
3.2.1.2. Izbira vzorcev in (priprava za) zajem sekvenčnih podatkov  
Smotrnost zajema sekvenčnih podatkov iz posameznega vzorca smo opredelili na osnovi 
virusnega bremena, ki je moralo znašati vsaj 1.000 kopij MCV na gostiteljsko celico. 
Sekvenčne podatke smo namreč zajemali iz celokupne osamljene DNA iz svežih tkivnih 
vzorcev, ki so poleg DNA MCV lahko vsebovali tudi predvsem človeško DNA, DNA kožne 
mikroflore ipd., s ciljem sestaviti celotna genomska zaporedja MCV.  
Sekvenčne podatke smo zajeli z uporabo tehnologij sekveniranja naslednjih generacij, zajem 
kratkih odčitkov (2×150 bp, 2×250 bp in 2×300 bp) z uporabo naprav HiSeq2000, HiSeq4000 
in MiSeq (Illumina), zajem dolgih odčitkov pa z uporabo instrumenta MinIon (ONT). 
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Zajem kratkih odčitkov  
Vzorca MC349 in MC505 smo sekvenirali z uporabo instrumenta MiSeq (Ilumina) in za vsak 
vzorec pridobili 2 podatkovna seta v formatih 2×150 bp in 2×250 bp. Priprava knjižnic je 
potekala s kompletom Nextera DNA Library Prep Kit (Ilumina), in zajem sekvenčnih podatkov 
sta potekala pri komercialnem ponudniku Otogenetics (Otogenetics Corporation Inc., Nocross, 
GA, ZDA). Vsi ostali vzorci podatkovega sklopa 1 so bili sekvenirani pri komercialnem 
ponudniku GATC (GATC Biotech AG, Konstanz, Baden-Würtemberg, Nemčija), pri katerem 
so bile sekvenčne knjižnice pripravljene po avtomatiziranem postopku priprave knjižnic GATC. 
Podatki so bili zajeti z instrumentom HiSeq4000 (Ilumina), v formatu 2×150 bp. Vzorce 
podatkovnega sklopa 1b P05S01, P05S02A in P02S01B smo še dodatno sekvenirali na 
instrumentu MiSeq (Illumina), s formatom odčitkov 2×300 bp, sekvenčne knjižnice pa smo 
pripravili s kompletom Nextera DNA Library Prep Kit (Illumina). 
V primerih, kjer izhodna koncentracija DNA ni presegla 5 ng/μL, smo celokupno DNA v vzorcu 
nespecifično pomnožili z uporabo kompleta REPLI-g UltraFast MiniKit (Qiagen), upoštevajoč 
proizvajalčeva navodila. Nadalje smo te vzorce podvrgli delovanju encima T7 Endonuklease 1 
(New England BioLabs, Ipswitch, MA, ZDA - NEB), pri čemer smo pribl. 1 μg vzorca v 20 μL 
vode z 1 μL encima inkubirali pri 37°C 15 min.  
Kakovost določenih baz v kratkih odčitkih in morebitne nepravilnosti v podatkovnih setih 
kratkih odčitkov smo iskali z uporabo orodja za nadzor kakovosti FastQC v0.10.1 (Andrews, 
b. d.). Rezidualne adapterske sekvence, predele, ki so nakazovali na sumljivo pravilno vsebnost 
določenih podsekvenc, in predele s povprečno PHRED kakovostjo baz pod 20 smo odstranili z 
uporabo orodja bbduk (Bushnell in sod., 2017), pri čemer smo kot najkrajšo dolžino odčitka 
dopustili 100 nt. 
Zajem dolgih odčitkov (ONT) 
Iz vzorcev podatkovnega sklopa 1a smo poleg kratkih zajeli še dolge sekvenčne odčitke z 
uporabo instrumenta MinIon MK1b (ONT) s pretočno celico FLO-MIN107 (ONT). Pred 
pripravo sekvenčne knjižnice smo celokupno DNA v vzorcu nespecifično pomnožili s 
kompletom WGA in nadalje obdelali z uporabo encima T7 Endonuclease I (NEB), kot opisano 
zgoraj. Sekvenčno knjižnico za odčitavanje smo pripravili z uporabo kompleta kemikalij 
Ligation Sequencing Kit 1D SQK-LSK108 (ONT), hkratno sekveniranje več vzorcev pa smo 
omogočili s pripenjanjem indeksnih sekvenc ob uporabi kompleta Native Barcoding Kit 1D 
EXP-NBD103 (ONT). Pri pripravi knjižnice in zajemu podatkov smo upoštevali navodila 
protokola ONT za sekveniranje vzorcev DNA pomnoženih s tehnologijo WGA (dokument: 
WAL_9030v108_revD_26Jan2017), pri čemer smo izpustili korak fragmentacije genomske 
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DNA.  
Vzorce smo sekvenirali v šaržah po tri, ki smo jih združili na način, ki je v omogočil najmanj 
100-kratno ekstrapolirano povprečno pokritost genoma MCV v končnem podatkovnem setu. 
Ekstrapolacijo povprečne pokritosti smo izračunali na osnovi ocen virusnega bremena v 
posameznih vzorcih. Med posameznimi šaržami smo pretočno celico sprali z uporabo kompleta 
kemikalij za spiranje MinIon pretočnih celic EXP-WSH002 (ONT), upoštevajoč proizvajalčeve 
napotke. 
S sekveniranjem zajete signale smo prevedli v zapise nukleotidnih zaporedij z uporabo 
programa Albacore v2.0.2 (ONT). Razločevanje med posameznimi vzorci na osnovi indeksnih 
zaporedij smo izvedli z uporabo programa Porechop (Wick, b. d.). Popravljanje napak v 
odčitkih ONT smo izvedli z uporabo programske skripte Nanocorr (Goodwin in sod., 2015), 
slednja omogoča popravljanje odčitkov ONT z uporabo kratkih odčitkov, pridobljenih s 
sekveniranjem z eno od Illumininih naprav. 
3.2.2. Podatkovni sklop 2: prenos, filtriranje podatkov in 
sestavljanje genomov MCV 
S SRA smo prenesli 879 podatkovnih paketov s sekvenčnimi odčitki pod pristopnimi št. 
SRR7992514 – SRR7687865, registriranih v povezavi z raziskavo PRJNA471898 (Tirosh in 
sod., 2018). Podatkovne pakete smo sortirali in združili glede na pripadajoče vzorce (avtorji so 
v nekaterih primerih iz istega vzorca pridobili več podatkovnih paketov sekvenčnih odčitkov). 
3.2.3. Sestavljanje celotnih nukleotidnih zaporedij genomov MCV 
3.2.3.1. Sestavljanje MCV genomov iz kratkih odčitkov 
Da bi preprečili sestavljanje človeškega genoma ali drugih genomov kožne mikroflore, in tako 
omogočili sestavljanje de novo pri dosegljivi količini delovnega spomina (RAM; 64 GB), smo 
pred sestavljanjem omejili nabor odčitkov zgolj na tiste, katerih smo vsaj eno 27 bp dolgo 
podsekvenco (k-mer) lahko našli tudi v vsaj enem od že znanih genomskih zaporedij MCV. V 
ta namen smo kot reference uporabili zaporedja U60315 in KY040274-KY040277. V drugem 
koraku smo postopek pozitivnega filtriranja odčitkov ponovili s posodobljenim naborom 
celotnih genomskih zaporedij MCV, vključno z genomskimi zaporedji MCV, ki smo jih 
sestavili tekom te raziskave. 
Kratke odčitke smo sestavljali de novo z uporabo orodja SPAdes v3.12 (Bankevich in sod., 
2012). Optimalne parametre sestavljanja smo določili empirično tako, da smo pripravili sestave 
z uporabo različnih vrednosti parametrov in vsako posebej ovrednotili v primerjavi s sestavami 
Zorec T. M. Opredelitev genomske raznolikosti virusa molluscum contagiosum. Dokt. disertacija. 
Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2020 
22 
pridobljenimi z ostalimi testiranimi nabori parametrov sestavljanja. Kot optimalni so se izkazali 
naslednji parametri: »-k21,33,55,77,99,127«, ki določa niz dolžin podsekvenc – k-mer pri 
izdelavi de Brujin-ovih grafov v zaporednih korakih, »--carefull«, ki veli popravljanje sekvenc 
v končni sestavi v konsenz, glede na poravnave izvornih odčitkov nanje ter »--cov-cutoff auto«, 
s katero omogočimo avtomatično nastavljanje pražne pokritosti robov v de Brujinovem grafu 
vsakega koraka sestavljanja. V primerih, ko v končni sestavi genom MCV ni bil prisoten v 
okviru ene sekvence, smo sestavljanje dokončali z uporabo orodja CAP3 (Huang in Madan, 
1999), na osnovi prekrivanja (min 40 bp) med posameznimi pari sekvenc iz sestave. 
3.2.3.2. Hibridno sestavljanje genomov MCV (sestavljanje kratkih odčitkov ob 
pomoči dolgih odčitkov) 
Za vzorce iz podatkovnega sklopa 1a smo poleg kratkih imeli na voljo tudi dolge odčitke, zato 
smo poleg sestav osnovanih na kratkih odčitkih, pridobili še hibridne sestave, kjer smo si pri 
razreševanju ponavljajočih se regij pomagali z dolgimi odčitki. Tudi pri tem načinu sestavljanja 
smo optimizirali parametre sestavljanj in ta korak preizkusili z in brez predhodnega 
popravljanja napak v dolgih odčitkih. Postopek optimizacije je opisan v poglavju 3.2.3.3. Kot 
optimalni so se izkazali enaki parametri sestavljanja kot pri sestavljanju kratkih odčitkov 
(poglavje 3.2.3.1), za optimalen način vključitve dolgih odčitkov pa se je izkazala uporaba 
popravljenih dolgih odčitkov in vključitev le-teh v sestavljanje z dodatkom ukaza »--sanger«.  
3.2.3.3. Vrednotenje in optimizacija sestavljanja celotnih genomskih zaporedij 
MCV 
Genomska zaporedja MCV, pridobljena z različnimi parametri sestavljanja, smo ovrednotili z 
več kriteriji. Kot celotna genomska zaporedje MCV smo privzeli zaporedja dolžine med 
180.000 in 200.000 bp, podobna obstoječim genomskim zaporedjem MCV v več kot 85 % 
skupnih mest, ki so izkazovala prisotnost robnih ITR), dolgih med 1.000 (izjemoma 500) in 
10.000 bp.  
Na novo sestavljena celotna genomska zaporedja smo poravnali izhodiščne kratke odčitke; v 
poravnavah so morala biti pokrita vsa mesta posameznega zaporedja. Da bi omogočili 
primerjave med zaporedji pridobljenimi z različnimi nabori parametrov sestavljanja smo 
vrednotili še porazdelitve dolžin vključkov parnih odčitkov (dolžina vključka med odčitkoma 
istega para), kjer so odstopanja od normalne porazdelitve nakazovale na nepravilnosti pri 
sestavljanju, in število določenih MCV genov, ki smo jih določili na osnovi transferja anotacij 
s katerega od genomskih zaporedij MCV U60315, KY040274 – KY040277, z uporabo orodja 
RATT (Otto in sod., 2011).  
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3.2.4. Analiza zaporedij genomov MCV 
3.2.4.1. Določevanje virusnega podtipa MCV 
Vsaki sestavi smo predvideni MCV podtip določili glede na podobnost genomskima 
zaporedjema s pristopnima številkama U60315 (Senkevich in sod., 1996) in KY040274 
(López-Bueno in sod., 2017), ter glede na filogenetsko umestitev. Določitev MCV podtipa na 
osnovi filogenetske razvrstitve in evolucijske sorodnosti celotnih genomov smo pri genomih iz 
podatkovnega sklopa 1 primerjali s podtipom MCV, določenim s FRET RT-PCR (Hošnjak in 
sod., 2013). Pri vseh celotnih genomskih zaporedjih MCV smo nadalje preverjali sestavo gena 
MC021L, natančneje mesta, ki ga za diferenciacijo med podtipoma uporablja tipizacija z FRET 
RT-PCR. Končno smo filogenetsko določene podtipe MCV skušali uskladiti s prvotnimi 
pristopi, ki so za tipizacijo uporabljali restrikcijo MCV genomov z endonukleaznimi encimi 
BamHI, ClaI in HindIII. 
3.2.4.2. Usklajevanje filogenetske tipizacije MCV z restrikcijsko: primerjava 
simuliranih restrikcijskih kart z referenčnimi 
Z namenom rekonstrukcije restrikcijskih kart smo v celotnih nukleotidnih zaporedjih MCV 
poiskali mesta cepitve z encimi BamHI (5’-...G|GATCC...-3’), ClaI (5’-...AT|CGAT...-3’) in 
HindIII (5’-...AA|GCTT...-3’), ter na osnovi literaturnih podatkov rekonstruirali referenčne 
restrikcijske karte celotnih genomov MCV za podtipe MCV1, MCV2 in MCV3 (Porter in 
Archard, 1992), MCV1(p), MCV2, MCV3 in MCV4 (Nakamura in sod., 1995), ter podtipske 
različice MCV1va, MCV1vb1, MCV1vb2 in MCV1vc (Nakamura in sod., 1995). Vse 
restrikcijske karte smo zapisali v obliki pozicij restrikcijskih mest, pri čemer smo izhodišče 
koordinatnega sistema postavili na pozicijo prvega restrikcijskega mesta v danem genomu 
MCV. Nadalje smo restrikcijske karte med seboj primerjali z direktno vizualno primerjavo, 
poleg tega smo med posameznimi restrikcijskimi kartami vzorcev izračunali t. i. energijske 
razdalje (May in sod., 2015) in na osnovi matrik razdalj izrisali drevesne diagrame. 
3.2.4.3. Anotacija genov v novo-sestavljenih nukleotidnih zaporedjih celotnih 
genomov MCV 
Zaporedja genov v novih celotnih genomskih zaporedjih MCV smo določili (anotirali) s 
pristopom prenosa anotacij: najprej smo določili odprte bralne okvire (angl.: open reading 
frames – ORF), z orodjem ORFfinder (ncbi), nato pa smo zaporedja določenih ORF-jev 
primerjali z znanimi zaporedji genov MCV. V kolikor je zaporedje ORF izkazovalo več kot 
40 % podobnost z znanim zaporedjem gena MCV smo dano gensko anotacijo prenesli. 
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Genska zaporedja smo (ponovno) določili v vseh sestavah celotnih genomov MCV, vključno s 
sestavami, ki smo jih kot reference pridobili iz genske banke GenBank (U06315, KY040274-
KY040277 in MH64655). Predhodno smo namreč ugotovili, da se genske anotacije genoma 
U60315 (Senkevich in sod., 1996) iz GenBank, ne ujemajo z anotacijami opisanimi v članku, 
ki je anotacije genov v genomih MCV utemeljil (Senkevich in sod., 1997). 
3.2.4.4. Primerjave celotnih genomov MCV z referenčnim genomom MCV  
Vse genome MCV smo na podlagi deležev zamenjav ocenjenih z uporabo programskega paketa 
MEGAX (Kumar in sod., 2018) primerjali z referenčnim celotnim genomskim zaporedjem 
MCV (gb. prist. št. U60315). Z namenom pridobitve točnih informacij o mutacijah (pozicije in 
tipi mutacij z opisi sprememb), ki so bile prisotne v testnem zaporedju, smo primerjave izvedli 
še s standardnim programskim paketom, kar omogoča Snippy (Seemann, b. d.) in z uporabo 
lastne programske skripte. Primerjave z orodjem Snippy (snippy-analiza) smo pripravili 
neposredno iz poravnav med celotnimi genomskimi zaporedji in posredno preko poravnav 
sekvenčnih odčitkov, iz katerih smo celotne genome sestavili. Z uporabo lastne programske 
skripte smo ocenjevali še ujemanje z referenčnim zaporedjem v sinteniji, t.j. ujemanje v 
prostorski ureditvi genomov in Jaccardovih razdalj (1 - število k-mer v preseku / število k-mer 
v preseku), metrike, na katero ima prostorska ureditev manjši vpliv kakor od deležev zamenjav, 
in delno upošteva tudi insercije/delecije. Jaccardove razdalje smo izračunali z uporabo drsečega 
okna (k-mer) dolgega 11 bp. Sintenijo smo ocenjevali na dva načina, in sicer kot (ne)sintenijo 
v razporeditvi genov in kot (ne)sintenijo k-mer (drsečih oken) dolžine 11 bp. Za oceno 
nesintenije v razporeditvi genov smo uporabili Kendallov koeficient korelacije τB (Kendall, 
1938). Nesintenijo v razporeditvi genov smo podali kot 1-τB, nesintenije v razporeditvi k-mer 
smo izrazili kot delež skupnih k-mer, ki ne izkazujejo korelacije v zaporedni postavitvi Nk-
mer(pcorr (τB) > 0.001)/Nk-mer. 
3.2.4.5. Analiza raznolikosti MCV 
Za ugotavljanje razlik (zamenjav, insercij in delecij) in opisovanje le-teh smo uporabljali lastno 
programsko skripto, katere pravilnost smo validirali s primerjavo z deležem zamenjav, 
pridobljenim z orodjem MEGAX (Kumar in sod., 2018), kot opisano v poglavju 3.2.4.4. 
Raznolikost MCV smo obravnavali na nivoju celotnih genomov in na nivojih posameznih 
genov. Kot raznolikost smo definirali število različnih nukleotidnih zaporedij v preiskovanem 
vzorcu, analogno Hillovemu diverzitetnemu številu ničte stopnje (Hill, 1973), medtem ko smo 
kot razsežnost raznolikosti definirali absolutno (v primeru insercij/delecij) ali relativno (v 
primeru zamenjav) število razlik (npr. delež zamenjav) med zaporedjema.  
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3.2.4.6. Filogenetska analiza MCV 
Filogenetske modele smo izračunali na osnovi poravnav zaporedij z uporabo programa IQ-
TREE v1.6.12 (Nguyen in sod., 2014). Modele substitucij za preračune ravnotežnih 
evolucijskih razdalj največje verjetnosti smo izbrali avtomatsko, na osnovi bayesovskega 
informacijskega kriterija (BIC) z uporabo programa ModelFinder (Kalyaanamoorthy in sod., 
2017), za vrednotenje zanesljivosti razvejišč in filogenetskih vej pa smo uporabljali teste abayes 
(Anisimova in sod., 2011), SH-aLRT z 1000 ponovitvami (Guindon in sod., 2010) in 
ufbootstrap s 1000 ponovitvami (Minh in sod., 2013). Za vizualizacijo filogenetskih dreves smo 
uporabljali program Figtree v1.4 (Rambaut, b. d.). 
3.2.4.7. Poravnave več nukleotidnih zaporedij 
Poravnave celotnih nukleotidnih zaporedij MCV smo pripravili s programom mafft v7.310 
(Katoh in sod., 2002) z nastavitvijo »--auto«. V primerih kodirajočih regij smo pripravili 
kodonske poravnave, kjer smo si pri reverznem kartiranju aminokislin na nukleotidno zaporedje 
pomagali s programom MEGA X (Kumar in sod., 2018), poravnave pa izvedli s programom 
muscle v3.8 (Edgar, 2004). 
3.2.4.8. Določevanje rekombinantnih predelov genomov MCV 
Kandidatne rekombinantne predele genomov MCV smo iskali z analizo silhuetnih koeficientov 
(Rousseeuw, 1987), ki smo jih izračunali za posamezna področja genov, kjer je povprečna 
razsežnost raznolikosti presegla 0,05 v deležu zamenjav, glede na filogenetsko podtipsko 
klasifikacijo. Možnost prisotnosti rekombinantnega signala smo nadalje ovrednotili z 
obravnavo filogenetskega drevesa v relevantnem in okoliških genih. Za potrditev 
rekombinacije in določitev prelomnih točk smo nadalje iz celotnega genoma izrezali širše 
območje potencialne rekombinacije, ki smo ga ovrednotili s programom RDP4 (Martin in sod., 
2015) z metrikami RDP, bootscan in MaxChi. Prelomne točke in rekombinacije smo privzeli 
pri maksimalni dovoljeni p-vrednosti 1×10-14. Končno potrditev rekombinantnega signala smo 
opredelili na osnovi primerjave filogenetskega izrezanega, potencialno rekombinantnega 
območja s filogenetskim drevesom celotnih genomov MCV.  
3.2.4.9.  Drugi izračuni in vizualizacije 
Vse izračune smo izvedli s pomočjo skriptnega jezika Python v2.7 s paketi SciPy in NumPy 
(Oliphant, 2010, 2007), za izračune silhuetnih koeficientov in implementacije pristopov za 
zmanjševanje dimenzionalnosti podatkov, npr. T-SNE (Maaten, 2014), MDS in PCA, pa smo 
uporabljali paket scikit-learn (Pedregosa in sod., 2011). Grafikone smo izrisali s pomočjo 
programskega paketa matplotlib (Hunter, 2007). Za ocenjevanje izvornih porazdelitev 
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podatkov z metodo ocenjevanja kernelske gostote, statistične teste (npr. Mann-Whitney U test), 
izračune statističnih razdalj, npr. energijska razdalja (May in sod., 2015), in izrise 
dendrogramov hierarhičnega grupiranja smo posegli po implementacijah dostopnih v 
programskem paketu SciPy (Oliphant, 2007). Pri označevanju podrobnosti na filogenetskih 
drevesih smo si pomagali z vektorskim grafičnim orodjem Inkscape (Inkscape, b. d.). 
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4. REZULTATI 
4.1. Celotna genomska zaporedja MCV 
4.1.1. Sestave zaporedij celotnih genomov MCV 
Skupno smo sestavili 56 celotnih genomskih zaporedij MCV, od tega 22 iz podatkovnega 
sklopa 1 (15 iz sklopa 1a in 7 iz sklopa 1b) in 34 iz podatkovnega sklopa 2, ter jih deponirali v 
podatkovno zbirko GenBank pod pristopnimi številkami MH320549 – MH320555 (sklop 1a), 
MH320547, MH320548 in MN931740 – MN931752 (sklop 1b). Zaporedja MN931740 – 
MN931752 smo v gensko banko deponirali pod deponacijsko šifro BankIt2302436 in še niso 
javno dostopna. Anotirana nukleotidna zaporedja celotnih genomov MCV iz podatkovnega 
sklopa 2, s pristopnimi številkami BK012005-BK012038 smo deponirali v podatkovno zbirko 
GenBank pod deponacijsko šifro BankIt2302460 in tudi še niso javno dostopna (sklop 2; 
podatki s SRA). Ključne informacije o vseh celotnih nukleotidnih zaporedjih MCV (podatkovni 
sklopi 1, 2 in 3) in njihovih sestavah (za podatkovna sklopa 1 in 2), ki smo jih obravnavali 
tekom dela doktorske naloge, skupno 62 celotnih genomskih zaporedij MCV, so zbrane v 
Prilogi 1; tekom besedila se na zaporedja nanašamo preko oznak vzorcev, navedenih v Prilogi 
1 (stolpec 2). Vsa anotirana zaporedja, ki smo jih posredovali v gensko banko in še niso javno 
dostopna (BankIt2302436 in BankIt2302460), so v na voljo v Prilogi 2. 
Skrajne in povprečne vrednosti vseh enostavnih metrik obravnavanih sestav in metrik, 
grupiranih glede na podtip ali glede na podatkovni sklop (vsebnost GC, globina pokritosti, 
dolžina genoma, dolžina ITR), so prikazane v Tabela 4. Porazdelitve vrednosti za posamezne 
lastnosti prikazujeta Slika 6 in Slika 7. Najširši razpon vrednosti vsebnosti gvanina in citozina 
(»Vsebnost GC«), dolžin genomov in ITR smo zaznali znotraj podatkovnega sklopa 1. V 
primeru podatkovnega sklopa 3 podatkov o globini pokritosti nismo pridobili, saj so bili 
omenjeni celotni genomi pridobljeni iz genske banke GenBank. 
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Tabela 4. Opisni pregled enostavnih metrik obravnavanih sestav celotnih genomskih zaporedij MCV.  
Lastnost 
sestave 
Strata podatkov Število sestav 
Ekstremne vrednosti Povprečna vrednost 
(standardni odklon) Min Max 
Vsebnost 
gvanozina in 
citozina (GC) [\] 
Vsi podatki 62 0,631 0,645 0,637 (0,00368) 
MCV1 48 0.631 0,637 0,635 (0,00123) 
MCV2 14 0,640 0,645 0,643 (0,00125) 
Sklop 1  22 0,631 0,644 0,639 (0,00461) 
Sklop 2 34 0,634 0,645 0,636 (0,00191) 
Sklop 3 6 0,636 0,643 0,636 (0,00340) 
Globina 
pokritosti [×] 
Vsi podatki 56 39 5.861 1.573 (1.651) 
MCV1 43 39 4.974 1.243 (1.456) 
MCV2 13 120 5.861 2.926 (1.712) 
Sklop 1 22 581 5.861 2.747 (1.660) 
Sklop 2 34 39 4.839 814 (1.113) 
Dolžina genoma  
[nt] 
Vsi podatki 62 181.029 196.781 187.899 (2.976) 
MCV1 48 181.029 196.781 190.869 (2.532) 
MCV2 14 186.341 196.206 187.032 (2.421) 
Sklop 1 22 181.029 196.781 189.541 (3.690) 
Sklop 2 34 184.488 189.220 186.677 (1.735) 
Sklop 3 6 184.529 192.183 188.801 (2.324) 
Dolžina ITR 
[nt] 
Vsi podatki 62 228 7.975 3.586 (1.486) 
MCV1 48 228 7.975 3.161 (1.247) 
MCV2 14 2.888 7.762 5.044 (1.214) 
Sklop 1 22 228 7.975 4.488 (1.838) 
Sklop 2 34 1.986 4.267 2.989 (870) 
Sklop 3 6 1.963 4.252 3.661 (777) 
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Slika 6. Violinasti diagrami porazdelitev vrednosti (a) vsebnosti gvanina in citozina (GC), (b) globine 
pokritosti, (c) dolžin genomov, in (d) dolžin invertiranih terminalnih ponovitev za sestave celotnih 
nukleotidnih zaporedij genomov MCV (stratifikacija glede na podatkovni sklop). Zeleni krogci v ordinati 
ilustrirajo dejanske izmerjene vrednosti danih lastnosti, v abscisi pa smo zaradi boljše prikazljivosti 
podatkom umetno dodali šum. Modra območja označujejo predvidene izvorne verjetnostne porazdelitve 
ordinatnih vrednosti podatkov posameznih skupin, opredeljene na osnovi ocen kernelskih gostot. 
Povprečne in ekstremne vrednosti skupin podatkov označujejo modre skeletne črte.  
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Slika 7. Violinasti diagrami porazdelitev vrednosti (a) vsebnosti gvanina in citozina (GC), (b) globine 
pokritosti, (c) dolžin genomov, in (d) dolžin invertiranih terminalnih ponovitev za sestave celotnih 
nukleotidnih zaporedij genomov MCV (stratifikacija glede na podtip MCV). Zeleni krogci v ordinati 
ilustrirajo dejanske izmerjene vrednosti danih lastnosti, v abscisi pa smo zaradi boljše prikazljivosti 
podatkom umetno dodali šum. Modra območja označujejo predvidene izvorne verjetnostne porazdelitve 
ordinatnih vrednosti podatkov posameznih skupin, opredeljene na osnovi ocen kernelskih gostot. 
Povprečne in ekstremne vrednosti skupin podatkov označujejo modre skeletne črte.  
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Med sklopoma 1 in 2 smo ugotovili statistično značilne razlike v globini pokritosti (Mann-
Whitney U test; p<<0,001), kar bi lahko razumeli kot posledico primarne namembnosti 
sekvenčnih podatkov. Podatke iz sklopa 1 smo pridobili izključno za rekonstrukcijo celotnih 
genomskih zaporedij MCV, in smo jih izbrali glede na višino virusnega bremena, medtem ko 
so bili podatki iz sklopa 2 primarno namenjeni rekonstrukcijam virusnih metagenomov kože, 
zato nižja aritmetična sredina in modusna vrednost globine pokritosti pri sestavah iz sklopa 2 
(Tabela 4, Slika 6) v primerjavi s sestavami iz podatkovnega sklopa 1 nista presenetljivi. Na 
možnost razlik (Mann-Whitney U test; p<=0,001) so sestave iz sklopov 1 in 2 nakazovale še v 
kontekstih dolžin genomov in dolžin ITR. Kendallov koeificent korelacije τB (Kendall, 1938) 
je nakazoval na možnost korelacije med globino pokritosti in dolžino ITR ter globino pokritosti 
in dolžino genoma, tako tudi ugotovitev razlike med podatkovnimi sklopi, z značilno različno 
globoko pokritimi sestavami ni bila presenetljiva. Ugotovitev korelacije med dolžinami 
genomov/ITR in globino pokritosti namiguje, da v nekaterih primerih zaradi prenizke globine 
sekveniranja nismo uspeli do popolnosti sestaviti ITR, obstaja pa tudi možnost, da bi globina 
pokritosti lahko vplivala na uspešnost sestavljanja repetitivnih območij v notranjosti MCV 
genomov. 
Podatkovna sklopa 2 in 3 sta, v nasprotju s sestavami iz sklopa 1, z 12-imi od skupno 14-ih 
sestav MCV2, vsebovala vsak po eno sestavo MCV2. Pri stratifikaciji podatkov glede na podtip 
MCV (Tabela 4, Slika 7) so bile vse štiri opazovane lastnosti (vsebnost GC, globina pokritosti, 
dolžina ITR in dolžina genoma) statistično značilno višje za MCV2 kot za MCV1 (dovstranski 
Mann-Whitney U test; p << 0,001). Dolžine genomov in ITR bi lahko bile pri MCV2 višje 
kakor pri MCV1 zaradi višje globine pokritosti sestav MCV2. Globina pokritosti je bila višja 
za podatkovni sklop 1, iz katerega izhaja večina sestav MCV2. Po drugi strani, smo razliko med 
vsebnostjo GC MCV1 in MCV2 dejansko lahko pripisali izključno divergenci med podtipoma, 
saj ta spremenljivka ni nakazovala na korelacijo s katero-koli od ostalih opazovanih (globina 
pokritosti, dolžina genoma, dolžina ITR) spremenljivk/lastnosti. Statistično značilne razlike 
(Mann-Whitney U test; p << 0,001) med sestavami, kjer smo poleg kratkih odčitkov Illumina, 
pri sestavljanju uporabili tudi informacije, ki so jih posredovali dolgi odčitki (ONT), nismo 
zaznali pri nobeni od opazovanih lastnosti, kar nakazuje na informativno enakovrednost 
uporabljenih pristopov. 
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4.1.2. Določevanje genov genomskih zaporedjih MCV 
Zaradi diskrepanc med nekaterimi MCV geni (pozicije v genomih, števila ipd.) v zaporedjih iz 
genske banke (U60316, KY040274-KY040277) in podatkih v objavah, ki se nanje nanašajo 
(López-Bueno in sod., 2017; Senkevich in sod., 1997), smo gene ponovno določili v vseh 62 
celotnih genomih MCV, in ne le v novo-sestavljenih. Skupno smo v 62 sestavah celotnih 
genomskih zaporedjih MCV določili vseh 182 MCV genov (Priloga 1, Slika 8). 170 MCV 
genov smo uspeli določiti v vseh 62 sestavah celotnih genomskih zaporedij MCV. Število 
anotiranih genov v posameznih genomskih zaporedjih MCV se je gibalo med 173 in 182 
(povprečje 178,3; standardni odklon 2,5). Podtipa MCV1 in MCV2 sta nakazovala na možnost 
razlike v številu genov (Mann-Whitney U test; p << 0.001). Pri podtipu MCV1 se je število 
anotiranih genov gibalo med 177 in 182 geni (povprečje 179,5; standardni odklon 1,1), pri 
podtipu MCV2 med 173 in 175 geni (povprečje 174,0; standardni odklon 0,5). Razlik v števil 
anotiranih genov med skupinami sklopov sestav (1a, 1b, 2 in 3) nismo zaznali. Geni MC006.1R, 
MC052R, MC147R in MC156R so se pojavili v vseh 48 celotnih genomskih zaporedjih MCV1, 
medtem ko nam njihove prisotnosti ni uspelo prikazati v nobenem izmed štirinajstih genomskih 
zaporedij MCV2. V nobenem od genomov MCV2 nam nadalje ni uspelo prikazati prisotnosti 
genov MC017.1L, MC053.1R in MC055R, ki pa so bili tudi v genomih MCV1 zastopani le v 
omejenem številu, in sicer v 46, 25 in 37 celotnih genomskih zaporedjih MCV1.  
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Slika 8. Violinasti diagrami števil določenih genov v posameznih sestavah MCV genomov. V abscisi smo 
podatkom iz vsake skupine, zavoljo prikazljivosti dodali šum (točkam). Modra območja označujejo 
predvidene izvorne verjetnostne porazdelitve podatkov posameznih skupin, opredeljene na osnovi ocen 
kernelskih gostot. Povprečne vrednosti za posamezno skupino, ter ekstremne vrednosti skupin podatkov 
označujejo modre skeletne črte na violinskih diagramih. 
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4.1.3. Odstopanja sestav od referenčnega genomskega zaporedja 
MCV 
Vse genome MCV smo primerjali z referenčnim celotnim genomskim zaporedjem MCV s prist. 
št. U60315, neposredno iz poravnav med celotnimi genomskimi zaporedji, in posredno preko 
poravnav sekvenčnih odčitkov iz katerih smo celotne genome sestavili. Poleg tega smo 
ovrednotili še več cenilk različnosti v primerjavi z referenčnim zaporedjem celotnega genome 
MCV (Slika 9). Na diagramih a in b (Slika 9) opazimo izrazita odstopanja med deleži zamenjav 
izračunanimi s programom MEGAX (Kumar in sod., 2018) in deleži točkovnih mutacij v 
zaporedjih izmerjenih z uporabo orodja Snippy (Seemann, b. d.). Diagrama sicer nakazujeta na 
možnost nekoliko višje občutljivosti v primeru Snippy-analize osnovane na sekvenčnih 
odčitkih, v primerjavi s Snippy-analizo osnovano na celotnih genomskih zaporedjih. Za 
detekcijo in ekstrakcijo informacij o točkovnih mutacijah, insercijah in delecijah celotnih 
genomov glede na referenco smo uporabili tudi lastno programsko skripto in dosegli višje 
ujemanje z deležem zamenjav orodja MEGAX (Slika 9c). Do manjših diskrepanc med rezultati 
uporabljenih orodij je še vedno prihajalo, a zgolj zaradi razlik v tretmaju začetnih/končnih 
nukleotidov delecij in insercij, ter zaradi različnih načinov izračuna dolžin genomov: ali se 
upošteva krajše ali daljše zaporedje, srednja vrednost. Za izvoz opisov najdenih mutacij in, v 
nadaljevanju, opis raznolikosti/razsežnosti raznolikosti med pari obravnavanih genomov MCV 
smo končno uporabili lastno skripto, saj Snippy-analiza ni prestala validacijskega koraka 
(rezultati se številčno niso ujemali z rezultati MEGAX). Medtem ko je analiza z orodjem 
Snippy zaznala zelo nizke deleže insercijskih in delecijskih mutacij, smo z uporabo lastne 
skripte lahko odkrili tudi precej le-teh (Slika 9: a, b, c). Največ insercijskih/delecijskih mutacij 
smo zaznali pri primerjavi referenčnega zaporedja MCV(1) (U60315) z genomi MCV2 (Slika 
10). Insercij ali delecij, ki bi obsegale območja daljša od 5.000 nukleotidov, v primerjavi z 
referenčnim zaporedjem, nismo zaznali. Pogostnost insercij/delecij je z njihovo dolžino upadala 
v skladu s kinetiko razkroja prvega reda (
𝑑𝑓
𝑑𝑥
= −𝑘𝑡). Relativno visoko ujemanje v trendih med 
Jaccardovimi razdaljami in deleži zamenjav smo v primeru k-mer zasledili na prelomu med 
MCV1 in MCV2. Tudi pri genomih MCV2 smo zasledili le majhne razlike v sinteniji z 
referenčnim zaporedjem, izjemoma pa so terminalna območja genomov (prvih in zadnjih 5 kb) 
izkazovala relativno nižje ujemanje v sinteniji in praktično nično ujemanje v Jaccardovih 
razdaljah (Slika 9: d in e). Pri analizi sintenije v postavitvi genov razlik nismo zaznali; na 
prelomu med podtipoma MCV smo zaznali le nizek prevoj v Jaccardovih razdaljah. 
Podatki o mutacijah, v primerjavi z referenčnim zaporedjem, za vsako obravnavano celotno 
genomsko zaporedje MCV so na voljo v Prilogi 3.   
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Slika 9. Različnost genomskih zaporedij MCV od referenčnega zaporedja MCV (U60315). Diagrami a-c prikazujejo 
deleže mutacij izračunane na osnovi poravnav sekvenčnih odčitkov (a) in celotnih genomskih zaporedij (b in c) z 
referenčnim zaporedjem (a, b – snippy-analiza; c – analiza z lastno skripto). Delež različnosti smo v primerih 
insercij, delecij in sestavljenih mutacij izrazili kot število dogodkov na dolžino genoma. Diagrami a-c prikazujejo 
deleže zamenjav genomskih zaporedij MCV od referenčnega, ki so bili izračunani z uporabo orodja MEGAX, na 
osnovi poravnav celotnih genomskih zaporedij. Izraz »sestavljene mutacije« (diagrama a in b) se nanaša na 
mutacije, ki vključujejo denimo hkratno delecijo in insercijo ali substitucijo, oznaka pa izhaja iz nomenklature orodja 
snippy »complex mutation«. Na diagramu a se navidezno pojavijo genomi MCV2, ki ne izkazujejo razlik proti 
referenčnemu MCV1. To se zgodi v primerih vseh zaporedij, katera smo pridobili direktno iz NCBI, in zanje nismo 
imeli surovih sekvenčnih odčitkov – tem zaporedjem smo v a priori tem kontekstu pripisali vrednost razlike 0. 
Diagram d prikazuje razdalje med genomi, ovrednotene na osnovi Jaccardovih razdalj, diagram e pa prikazuje 
razlike v sintenijah. 
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Slika 10. Povprečno število insercij/delecij v genomih MCV v primerjavi z referenčnim zaporedjem MCV 
(U60315). Stolpci prikazujejo vrednosti za posamezne velikostne razrede dolžin insercij, delecij; 
celokupno, omejeno na MCV1 oz. MCV2.  
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4.2. Genomska raznolikost MCV 
4.2.1. Obravnava raznolikosti med celotnimi genomi MCV 
K vrednotenju raznolikosti med celotnimi genomskimi zaporedji MCV smo pristopili tako z 
vidika števila edinstvenih genomskih zvrsti, kot tudi z vidika vrednotenja razsežnosti razlik 
med njimi. Razsežnosti raznolikosti v okviru substitucij in insercij in delecij smo natančneje 
obravnavali ločeno, in sicer v sledečih podpoglavjih. 
Med 62 celotnimi genomskimi zaporedji MCV, se je popolnoma enako zaporedje genoma MCV 
ponovilo le v dveh primerih: (i) Identični zaporedji P02S01A in P02S02A (podatkovni sklop 1) 
sta izhajali iz sočasno pridobljenih vzorcev dveh različnih MC lezij, lociranih pod desno 
pazduho istega bolnika, (ii) identični zaporedji MET1867 in MET2101 (podatkovni sklop 2), 
sta izhajali iz brisov komolčne in kolenske jamice istega bolnika s prirojeno pomanjkljivostjo 
DOCK8. Triindvajset parov celotnih genomskih zaporedij MCV se je med seboj razlikovalo v 
5 ali manj mutacijah (točkovnih, insercijskih ali delecijskih), 56 parov genomov MCV v 10 ali 
manj mutacijah, ter 111 parov genomov MCV v 50 ali manj mutacijah. Maksimalno število 
mutacij smo izmerili med zaporedjema MC505 in MC515, kjer MC505 pripada podtipu MCV1 
in MC515 podtipu MCV2. Frekvenčni diagram je nakazoval na bimodalno porazdelitev števila 
mutacij med pari genomov, znotraj vzorca z nižjim modusom so se nahajali pari zaporedij MCV 
istega genotipa, znotraj vzorca z višjim modusom pa pari genomov MCV različnih genotipov 
(Slika 11). Največji prispevek k številčnosti mutacij so imele substitucije (93,7 % vseh mutacij; 
8.084.718 / 8.626.225), medtem ko so insercije/delecije predstavljale le 6,3 % vseh mutacij 
(541.507 / 8.626.225). Po drugi strani so substitucije vplivale na 2,28 % (8.084.718 bp / 
355.319.205 bp) vseh nukleotidov v celotnih genomih MCV (skupno število nukleotidov 
izračunano kot povprečna dolžina genomskega zaporedja MCV × število parov genomov), 
medtem ko so insercije in delecije v skupnem vplivale na približno 2,4 % (8.657.486 bp / 
355.319.205 bp) vseh genomskih nukleotidov MCV. Pogostnost insercij in delecij je, podobno 
kot v poglavju 4.1, upadala eksponentno v sorazmerju z njeno dolžino (Slika 12).  
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Slika 11. Frekvenčna diagrama mutacij. (a) Mutacije (substitucije + insercije + delecije) med pari 
genomov. Stolpci so obarvani glede na to, ali opisujejo zaznane mutacije med genomi MCV različnih 
genotipov (inter-genotipsko), ali med genomi MCV enakega genotipa. (b) Mutacije (substitucije + 
insercije + delecije - modro), ter razklopljeno, substitucije (oranžno) in insercije/delecije (zeleno), 
posebej.  
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Slika 12. Stolpični diagram številčnosti insercij/delecij glede na njihovo velikost. Podatke smo prilegali 
na funkcijo eksponentnega razpada (zeleno; 𝑓(𝑥) = 𝑎𝑒−𝑘𝑥 + 𝑏). Prileganje pa smo izvedli z uporabo 
funkcije »curve_fit« iz programske knjižnice scipy (Oliphant, 2007). 
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4.2.1.1. Razsežnost genomske raznolikosti MCV: Filogenetske razdalje in 
deleži zamenjav 
Genomska zaporedja MCV so se na filogenetskem drevesu v grobem uredila v dve monofiletski 
skupini, ki sta točno ustrezali predpostavljeni podtipski klasifikaciji v podtipa MCV1 in MCV2 
(Slika 13). Na histogramu deležev zamenjav med pari celotnih genomskih zaporedij MCV 
lahko jasno ločimo razdalje, ki so bile vzorčene med genomi MCV enakega podtipa 
(intragenotipske razdalje), in tistimi, ki so bile vzorčene med genomi MCV različnih podtipov 
(intergenotipske razdalje) (Slika 14). Vzorčene intra- in intergenotipske razdalje so izhajale iz 
različnih porazdelitev – intragenotipske razdalje so bile statistično značilno nižje od 
intergenotipskih razdalj (enostranski Mann-Whitney-U test, p << 0,01), razlika med 
aritmetičnima sredinama intra- in intergenotipskih razdalj pa je bila v rangu enega 
logaritemskega jakostnega razreda (Tabela 5). Med genomi istega genotipa smo lahko zaznali 
zasnove petih dodatnih filogenetskih podskupin (Slika 13 in Slika 15: S1-S5), znotraj katerih 
so bili deleži zamenjav statistično značilno nižji od tistih med genomi MCV v različnih 
filogenetskih skupinah (enostranski Mann-Whitney-U test, p << 0,01; Tabela 5). Praviloma so 
genomi MCV, ki so izhajali iz istega gostitelja (epidemiološka klika) pripadali tudi isti 
filogenetski podskupini, z izjemo genoma MET2092 iz podskupine S5, ki je del epidemiološke 
klike, ki jo tvorijo genomi podskupine S1 (Slika 15a). V primeru genomov MCV v podskupini 
S2 so se epidemiološke klike v ravnini formirale ločeno ena od druge, v podskupini S1 pa so 
bile med seboj prepletene (Slika 15a). Deleži zamenjav znotraj posameznih epidemioloških 
klik so bili statistično značilno nižji od tistih med različnimi epidemiološkimi klikami 
(enostranski Mann-Whitney-U test, p << 0,01; Tabela 5).  
V primeru ene epidemiološke klike, kjer nam je uspelo rekonstruirati tri celotne genome MCV 
(P02S01A, P02S01B in P02S02A), sta dva od rekonstruiranih genomov izhajala iz iste MC 
lezije (P02S01A in P02S01B), razrezane na polovico. Največji delež zamenjav, ki smo ga 
izmerili v tej epidemiološki kliki je znašal 5×10⁻⁶, kar je enakovredno razliki enega nukleotida. 
Zanimivo, smo to razliko izmerili med genomoma MCV, ki smo ju rekonstruirali iz iste lezije, 
medtem ko med dvema genomoma, ki sta izhajala iz različnih, sočasno vzorčenih MC lezij 
istega bolnika (P02S01A in P02S02A), nismo zaznali nobenih razlik. S tega vidika, bi razliko 
med genomoma iste MC lezije lahko pripisali napaki, sekveniranja in/ali sestavljanja. 
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Tabela 5. Pregled vrednosti deležev zamenjav med pari genomov MCV v različnih strat, v različnih 
kontekstih. Zadnji stolpec v tabeli prikazuje ali so si posamezne strate v primerjavi različne (r) in/ali je 
povprečna vrednost katere od njih večja/manjša (m) od druge. Navedeni so trije nivoji značilnosti: ×-ni 















× p ≥ 0,01; * p < 0,01; ** 
p < 10⁻⁵ (p << 0,01) 
Vsi genomi / 1.891 0,0234 ± 0,0286 0,000 – 0,0637 / 
Podtipi 













































Genome MCV, ki so bili vzorčeni v različnih zaporednih časovnih točkah sta vsebovali le dve 
epidemiološki kliki, ki sta izhajali iz podatkovnega sklopa 2. V primeru ene od njiju so vsi 
genomi MCV pripadali isti filogenetski skupini, časovna razlika v vzorčenju pa je znašala osem 
mesecev. V drugi epidemiološki kliki je eden od dveh genomov MCV, katerih vzorca sta bila 
odvzeta sočasno, a dva meseca kasneje kot preostali, pripadal drugi filogenetski skupini. Vzorci 
podatkovnega sklopa 2 zastopajo bolnike s prirojeno pomanjkljivostjo DOCK8, ki so jim 
avtorji vzorčili različna anatomska mesta, npr. za-ušesne gube, notranje dele podlahti, za-
kolenske, komolčne jamice ipd. (Tirosh in sod., 2018). V obeh primerih epidemioloških klik, 
kjer smo uspeli rekonstruirati celotne genome MCV iz različnih časovnih točk so bili izvorni 
vzorci odvzeti z različnih anatomskih mest. Vzorec genoma MCV1 MET2092 je izhajal iz 
kolenske jamice, to anatomsko mesto so avtorji sicer vzorčili tudi pri prvem odvzemu a nam iz 
dostopnih podatkov celotnega genoma MCV ni uspelo rekonstruirati.  
V sekvenčnih podatkih bolnika iz katerega je izhajal vzorec MET1825, kjer smo uspeli 
rekonstruirati celotni genom MCV2, so Tirosh in sod. (2018) na nekaterih anatomskih mestih 
odkrili indice za prisotnost MCV1, na drugih pa MCV2. Genom MCV MET1825 je bil edini 
celotni genom MCV pridobljen s tega bolnika, ki nam ga je na osnovi dostopnih podatkov 
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uspelo rekonstruirati. 
V skladu z ugotovitvijo o možnosti obstoja več filogenetskih podskupin znotraj podtipov 
MCV1 in MCV2, sta tudi histograma (in oceni kernelskih gostot) deležev zamenjav znotraj 
genotipov MCV1 in MCV2, nakazovala na možnost multi-modalnosti vzorčenih porazdelitev 
(Slika 16). Razlike med deleži zamenjav znotraj MCV1 in MCV2 niso bile statistično značilne.  
Indikacij, da bi bila filogenetska sorodnost med genomi MCV povezana z geografskim 
poreklom nismo zaznali (Slika 15a). Deleži zamenjav med pari celotnih genomov MCV so bili 
statistično značilno drugačni od deležev zamenjav med MCV genomi različnih podatkovnih 
sklopov (enostranski Mann-Whitney-U test, p << 0,01), medtem ko sta histograma deležev 
zamenjav (Slika 14c in d) nakazovala le na manjša neravnotežja med kategorijami (znotraj 
sklopov med sklopi). Po drugi strani se je že prej izkazalo, da so podatkovni sklopi izrazito 
neuravnovešeni glede zastopanosti podtipov, saj sta podatkovna sklopa 2 in 3 skupno vsebovala 
vsak le po eno genomsko zaporedje MCV2, ter 33 (sklop 2) in 5 (sklop 3) genomskih zaporedij 
MCV1, medtem ko je bilo v sklopu 1 med 22 genomskimi zaporedji MCV, 12 genomskih 
zaporedij MCV2 (Tabela 5). Razliko med deleži zamenjav med genomi MCV znotraj 
podatkovnih sklopov in deleži zamenjav MCV genomov različnih podatkovnih sklopov bi 
lahko pripisali korelaciji s podtipsko sestavo podatkovnih sklopov.  
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Slika 13. Filogenetsko drevo celotnih genomov MCV. Celotni genomi MCV so se tekom filogenetskega 
grupiranja uredili v dve skupini, ki točno ustrezata genomom, ki pripadajo enemu od genetskih podtipov 
(MCV1 - modro ali MCV2 – rdeče), med njima pa je izrazita ločnica v filogenetski razdalji. Znotraj 
posameznih genetskih podtipov MCV lahko nadalje zaznamo zametke še petih filogenetskih podskupin 
(označene S1-S5). Najizrazitejša je ločnica med podskupino S5 in preostankom genomov, pripadajočih 
MCV1. Statistične podpore aLRT, aBayes in ufBoot razvejiščem med filogenetskimi podskupinami so 
navedene na dendrogramu. Podpore razvejiščem filogenetskih podskupin znotraj MCV1 so bile zelo 
visoke (100/1/100), podpora razvejišču med podskupinama podtipa MCV2 pa je bila bistveno nižja 
(35,7/0,78/49). Razdalje med posameznimi razvejišči na dendrogramu izkazujejo filogenetsko 
uravnotežene razdalje, pridobljene v okviru pristopov največje verjetnosti. Dendrogram smo izrisali z 
modelom zamenjav GTR+F+R4, vizualizirali s programom Figtree (1.4.2; Rambaut, b. d.), za nadaljnje 
označevanje potankosti pa smo uporabili grafični program Inkscape (v0.92; Inkscape, b. d. ). 
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Slika 14. Frekvenčni diagrami deležev zamenjav med pari celotnih genomskih zaporedij MCV. 
Histogrami so normalizirani na interval med nič in ena s številom vseh parnih deležev zamenjav. Za 
preglednejši prikaz so kategorije, prikazane z modro in oranžno, zamaknjene za 0,003 v levo in v desno 
od zastopane vrednosti. V okviru posameznih diagramov (a-e) so prikazani podatki v okviru različnih 
stratifikacij (prikazano z barvami) na različne načine. (a) Frekvenčni diagram povzema vsa parna 
razmerja med celotnimi genomi MCV, z modro in oranžno barvo so označene razdalje med genomi 
enakega in med genomi različnih podtipov MCV. (b in c) Barvi označujeta razdalje med genomi MCV, ki 
so bili del enakega oz. različnih sklopov, v primeru diagrama (c) smo se nadalje omejili na razdalje 
znotraj in med podsklopi sklopa 1. (d in e) Na diagramih povzemamo razdalje med genomi MCV, ki so 
(d) pripadniki iste/različnih filogenetske/ih podskupin/e in (e) iste/različnih epidemioloških klik. 
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Slika 15. Vklaplanje/projekcija genomov MCV v ravnino z metodo t-SNE (»t-distributed stochastic neighbor 
embedding«; Maaten, 2014). Pri pripravi diagramov smo uporabljali implementacije PCA in t-SNE, dostopne v 
programski knjižnici scikit-learn (Pedregosa in sod., 2011). 
(a) Vklaplanje upošteva filogenetske razdalje in ne nakazuje, da bi bile filogenetske sorodnosti pogojene z 
geografskim poreklom (barva tekstovnih oznak) ali izvorom glede na podatkovni sklop (barva obrob). Znotraj filog. 
podskupine S2 opazimo formacijo dveh ločenih epidemioloških klik, medtem ko so ostale večje epidemiološke klike 
neurejeno prepletene večinoma znotraj podskupine S1, in celo med filog. podskupinama S1 in S5.  
(b) Nekonvergirani t-SNE (naključno začetno stanje, 1000 iteracij) namenjen vizualizaciji epidemioloških klik s 
primerno resolucijo; poleg filogenetskih razdalj pri vklaplanju upoštevamo še epidemiološko povezanost genomov: 
izvor genomov glede na geografijo, gostitelja in lezijo). Algoritem t-SNE v tem primeru sicer konvergira v stanje, 
kjer se najsorodnejši noduli, glede na vso vklopljeno informacijo, prekrivajo. Večino epidemioloških klik na sliki 
tvorijo genomi MCV iz iste filog. podskupine, izjema je klika, ki vsebuje genom MET2092, ki je za razliko od ostalih 
(S1) del filog. podskupine S5. 
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Slika 16. Frekvenčni diagram (a) in oceni kernelskih gostot deležev zamenjav znotraj posameznega MCV 
podtipa (MCV1, MCV2) (b).  
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4.2.1.2. Razsežnost genomske raznolikosti MCV: Insercijske in delecijske 
mutacije 
Zaradi vplivov na simetrijo distančne matrike smo insercijske in delecijske mutacije 
obravnavali hkrati. Insercijske in delecijske mutacije so si v kontekstu sistematike mutacij med 
pari genomov recipročne – če en genom v primerjavi z drugim pridobi insercijo, se je v drugem 
v primerjavi s prvim zgodila delecija tega genomskega odseka in obratno, kar je v nasprotju z 
substitucijami, kjer so razmerja med pari genomov enakovredna v obeh smereh interakcije in 
graf insercij/delecij postane neusmerjen, distančna matrika pa simertična, le ko so insercije in 
delecije obravnavane skupaj, sumarično. 
Vzorec insercij/delecij je nakazoval na podobne karakteristike kot vzorec zamenjav, t.j. na 
bimodalno izvorno distribucijo, oz. na superpozicijo dveh statistično različnih porazdelitev 
(dvostranski Mann-Whitney-U test, p << 0,01), kjer so z modusoma sovpadale 
insercije/delecije med genomi MCV enakega oz. različnih genotipov. Insercije/delecije med 
genomi enakega genotipa MCV so bile statistično značilno (enostranski Mann-Whitney-U test; 
p << 0,01) manj pogoste, približno za polovico logaritemskega jakostnega razreda, od 
insercij/delecij med genomi različnih podtipov MCV (Slika 17). Insercijske/delecijske razdalje 
med genomi istih epidemioloških klik in filogenetskih podskupin (definirane v poglavju 
4.2.1.1) so bile statistično značilno nižje od razdalj med genomi različnih epidemioloških klik 
oz. filogenetskih podskupin (enostranski Mann-Whitney-U test, p << 0,01; Slika 17d, e). 
Podobno kot pri obravnavi zamenjav in na njih osnovanih filogenetskih razmerij so bile tudi 
insercijske/delecijske razdalje med genomi MCV iz istih podatkovnih sklopov statistično 
značilno nižje od razdalj med genomi MCV različnih podatkovnih sklopov. Tudi v tem primeru 
smo sklepali, da gre najverjetneje za posledico neenakomernega vzorčenja genomov MCV 
posameznih genotipov znotraj posameznih podatkovnih sklopov (Slika 17b). Med 
podsklopoma sklopa 1, kjer smo za sestavljanje uporabljali bodisi izključno kratke odčitke 
(sklop 1a: Illumina 2×150 bp / 2×250 bp / 2×300 bp) ali kombinacijo kratkih in dolgih odčitkov 
(sklop1b: hibridno sestavljanje – Illumina in ONT) nismo zaznali statistično značilnih razlik, 
niti nanje niso nakazovali histogrami (Slika 17c). V nasprotju s porazdelitvami deležev 
zamenjav, so razdalje osnovane na insercijah/delecijah nakazovale na razliko (dvostranski 
Mann-Whitney-U test, p << 0,01) med genotipoma MCV1 in MCV2 (Tabela 6). 
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Pri različnih stratah, različnih kontekstov, npr. intra- in inter-genotipsko, znotraj sklopov, med 
sklopi med genomi MCV1 oz. MCV2, znotraj filogenetskih ali epidemioloških klik oz. med 
njimi, v številčnosti insercij/delecij glede na njihovo dolžino, posebnosti nismo zaznali (Slika 
18). 
Tabela 6. Pregled vrednosti deležev zamenjav med pari genomov MCV različnih strat, v različnih 
kontekstih. Zadnji stolpec v tabeli prikazuje ali so si posamezne strate v primerjavi različne (r) in/ali je 
povprečna vrednost katere od njih večja/manjša (m) od druge. Navedeni so trije nivoji značilnosti: ×-ni 















× p ≥ 0,01; * p < 0,01; ** 
p < 10⁻⁵ (p << 0,01) 
Vsi genomi 
MCV 
/ 1.891 286 ± 284 0,00 – 755 / 
Podtipi 
Med genotipi 672 665 ± 46,7 549 – 755 
m** Znotraj 
genotipov 
1.219 77,6 ± 39,2 0,00 – 180 
Znotraj 
MCV1 













569 47,1 ± 23,6 0,00 – 106 
Epidemiološke 
klike 
Med klikami 762 194 ± 232 19,0 – 732 
m** 
Znotraj klik 99 15,7 ± 32,4 0,00 – 167 
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Slika 17. Frekvenčni diagrami razporeditve pogostnosti insercij/delecij med pari celotnih genomskih 
zaporedij MCV. Histogrami so normalizirani na interval med nič in ena s številom vseh parnih primerjav. 
Zavoljo preglednejšega prikaza so stolpci, ki zaznamujejo posamezne kategorije, zamaknjeni nekoliko v 
levo in desno (po dve enoti) od prikazane vrednosti. V okviru posameznih diagramov (a-e) so podatki 
združeni v kategorije (prikazano z barvami) na različne načine. (a) Frekvenčni diagram povzema vsa 
parna razmerja med celotnimi genomi MCV, z modro in oranžno barvo so označene razdalje med genomi 
enakega in med genomi različnih podtipov MCV. (b in c) Barvi označujeta razdalje med genomi MCV, ki 
so bili deli enakega oz. različnih sklopov, v primeru diagrama (c) smo se nadalje omejili na razdalje 
znotraj in med podsklopi sklopa 1. (d in e) Na diagramih povzemamo insercijske/delecijske razdalje med 
genomi MCV, ki so (d) pripadniki iste/različnih filogenetske/ih podskupin/e in (e) iste/različnih 
epidemioloških klik. 
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Slika 18. Stolpični diagrami povprečnih števil insercij/delecij glede na njihove dolžine. Posamezni 
diagrami (a-h) prikazujejo vrednosti pri grupiranjih podatkov v kategorije glede na različne kontekste 
(navedeno v legendah). Na vseh diagramih modri stolpci prikazujejo celokupna povprečja za velikostni 
razred. 
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4.2.2. Raznolikost MCV v področjih posameznih genov 
Med območji posameznih MCV genov (število vseh MCV genov = 182) je število identičnih 
različic zaporedij variiralo med 1 in 29, z aritmetično sredino pri 5,38 (Slika 19). Pri polovici 
vseh MCV genov (91) smo odkrili 4 ali manj različice nukleotidnih zaporedij, 6 ali manj različic 
je bilo prisotnih pri treh četrtinah vseh MCV genov (136/182 genov; 74,7%), medtem ko je 161 
MCV genov (88,5%) nastopalo v 10 ali manj različicah zaporedja (Slika 19). Eno samo 
različico genskega zaporedja smo odkrili v primeru zaporedja za gen MC006.1R, dolžine 225 
nt. Gen MC006.1R je bil npr. zastopan v skupno 48 od 62 celotnih genomskih zaporedjih MCV 
oz. v vseh znanih genomih MCV1, medtem ko ga v genomih MCV2 nismo odkrili. Največje 
število različic (29) nukleotidnega zapisa smo odkrili v primeru gena MC006L, z dolžino 
poravnave 4.149 nt. Zapis za gen MC006L smo odkrili v vseh celotnih genomskih zaporedjih 
MCV. Posamezno so nukleotidne zamenjave v skupnem prispevale 14, insercijske/delecijske 
mutacije pa 28 različic v zapisu. Pri natančnejšem pregledu poravnave se je izkazalo, da gen 
MC006L v osrednjem delu vsebuje repetitivno regijo, pri katerih je pravilnost rekonstrukcije 
zaporedja iz kratkih odčitkov pogosto vprašljiva, še posebej v okviru pravilnosti pri 
določevanju insercij/delecij, povsem možno je torej, da je visoka raznolikost v področju tega 
gena, navidezna in povzročena s strani napak pri sekveniranju, oz. rekonstrukciji. 
Pri večini MCV genov so posamezne genske različice sovpadale z MCV genotipom (MCV1, 
MCV2), oz. je bil znotraj posamezne različice zastopan le en MCV genotip. Izjema, kjer sta se 
pri katerekoli od različic gena pojavila genotipa MCV1 in MCV2 je bil gen MC148R. Po drugi 
strani sta pri vseh MCV genih, razen gena MC006L, pri vsaj eni od različic zaporedja nastopali 
vsaj dve filogenetski skupini MCV (definirano v poglavju 4.2.1.1). V primerih več genov 
(41/182; 22,5%) se je ista različica gena pojavila pri različnih filogenetskih podskupinah, hkrati 
pa je ista filogenetska skupina lahko vsebovala več različic istega gena. Pri redkih genih MCV 
je bila neka različica gena zastopana le znotraj ene epidemiološke klike. Po drugi strani se je 
pri večini genov MCV ista različica gena pojavila pri različnih epidemioloških klikah; pri več 
genih se bila ista različica gena zastopana pri več epidemioloških klikah (Priloga 4). 
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Slika 19. Histogram (a) in kumulativni histogram porazdeljenosti števila različic MCV genov (b). 
Razvidno je, da je večina (več kot 161 / 182 MCV genov; 88,5 %) zastopanih z manj kot 10 različicami 
nukleotidnih zapisov. 
 
Povprečna razsežnost raznolikosti med nukleotidnimi zapisi za MCV gene se je v okviru 
deležev zamenjav gibala med 0,000 in 0,079, z aritmetično sredino pri 0,017 (sd = 0,015), v 
okviru insercijskih/delecijskih mutacij pa med 0 in 16,5 z aritmetično sredino pri 0,87 (sd = 
1,87). Razsežnosti raznolikosti v okviru povprečnih deležev zamenjav in povprečnih števil 
insercijskih/delecijskih mutacij so bile v primerih primerjav med geni genomov istega genotipa 
iz iste filogenetske skupine (Poglavje 4.2.1.1) in/ali istega gostitelja konsistentno nižje, kot pri 
primerjavah genomov različnih genotipov, različnih filogenetskih skupin in/ali različnih 
gostiteljev (Slika 20). Najvišje razsežnosti raznolikosti smo v okviru deležev zamenjav 
ugotovili pri MCV genih MC040.1L, MC053.2R, MC017.1L, MC024.1R, MC145.1R, 
MC164L, MC133L, MC055R, MC150R, MC010R (padajoče; povprečni deleži zamenjav v 
rangu od 0,079 do 0,053), v okviru števila insercij/delecij pa pri MCV genih MC164L, 
MC035R, MC001R, MC006L, MC150R, MC107L, MC145.1R, MC133L, MC053.2R, 
MC010R, MC036R (padajoče; povprečna števila insercij delecij v rangu od 3,5 do 16,5). 
Najnižje vrednosti razsežnost raznolikosti smo v okviru deležev zamenjav ugotovili pri MCV 
genih MC006.1R, MC053.1R, MC118L, MC030R, MC052R, MC149R, MC105L, MC026L, 
MC119L, MC073R, MC085L, vrednosti pa so se gibale v rangu od 0,00 do 0,0048 (naraščajoče 
glede na zaporedje genov). Izmed 182 MCV genov se pri 95 MCV genih (52,2%) 
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insercije/delecije niso pojavljale. 
Opredelitev raznolikosti posameznih MCV genov smo skušali dopolniti z dodatkom celotnih 
zaporedij MCV genov iz genske banke (GenBank), ki pa niso del celotnih genomskih zaporedij 
MCV. Med temi zaporedji je bilo zastopanih 39 / 182 MCV genov (21,4%). Največje število 
dodanih nukleotidnih zapisov smo zabeležili v genu MC021L (N=23), tri dodatne zapise v genu 
MC017L, po dva dodatna v genih MC133L, MC016L, MC136L, MC148R in MC152R, ter po 
en dodaten zapis v genih MC156R, MC006L, MC054L, MC073R, MC076R, MC079R, 
MC084L, MC135L, MC150R, MC151L, MC162R, MC013L, MC014R, MC015L, MC018L, 
MC020L, MC040R, MC061R, MC068R, MC074R, MC075R, MC077R, MC091L, MC105L, 
MC137L, MC140L, MC142R, MC143R, MC147R, MC149R, MC155R, MC161R. Na ta način 
dodatne variante odkrili le v 15 MCV genih (8,2%), pri čemer smo v genu MC021L zaznali 4 
dodatne variante zapisa, v genih MC133L in MC156R po dva, ter po enega v genih MC017L, 
MC006L, MC054L, MC073R, MC076R, MC079R, MC084L, MC135L, MC150R, MC151Lin 
MC162R. 
Več pozornosti smo namenili genu MC021L, saj se nanj nanašajo sodobni molekularni pristopi 
določevanja MCV genotipa. V poravnavi 215 zaporedij, od katerih je 62 izviralo iz zapisov 
anotiranih v celotnih genomskih zaporedjih MCV, 151 pa iz delnih in celotnih zapisov 
kodirajoče regije (seznam v Prilogi 4), smo na območju med nukleotidnima koordinatama 
c(193) in c(991) gena MC021L referenčnega genomskega zaporedja MCV (U60315) skupno 
odkrili 19 variant (17 jih je bilo prisotno med zaporedji, ki so bila predhodno dostopna v genski 
banki GenBank). Ena od novo-odkritih variant, ki je bila zastopana v sedmih celotnih 
genomskih zaporedjih MCV1 podatkovnega sklopa 2 (MET1089, MET1090, MET1093, 
MET1752, MET1756, MET1758 in MET1762), je na omenjenem območju proti referenčnemu 
zaporedju vsebovala edinstveno neizraženo mutacijo 438A>C. Na istem mestu se je do sedaj 
pojavljala mutacija 438A>G, ki je bila ključna za razlikovanje med genotipoma MCV1 in 
MCV2. 
Vrednosti raznolikosti MCV genov in njihovih razsežnosti v obravnavanih kontekstih, 
zastopanost po posameznih MCV genomih, ter ostale informacije, na katere se opira trenutno 
poglavje so na voljo v Prilogi 4. 
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Slika 20. Škatlasti diagrami razsežnosti raznolikosti MCV genov pri stratifikacijah glede na pripadnost 
MCV podtipu, filogenetski podskupini ter epidemiološki kliki (vzorci izhajajo iz istega gostitelja/ne); 
zgoraj – povp. deleži zamenjav; spodaj – povp. št. insercij/delecij). Mediane podatkov so označene z 
zeleno črto, škatle označujejo 95% interval zaupanja, celoten obseg podatkov pa je prikazan z brki. 
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4.2.3. Rekombinacije med genotipi MCV 
Pri obravnavi 62 celotnih genomskih zaporedij MCV smo uspeli opredeliti tri genomska 
območja (rekombinantna območja; označeno RS1-3), kjer smo v posameznih genomih MCV 
odkrili odseke zaporedij (rekombinantne signale), ki so pričali o preteklih rekombinantnih 
pojavih med genomi MCV različnih genotipov. Rezultati analize rekombinacij so povzeti na 
Slikah 21 in 22. Z izjemo območja RS3, je prisotnost/odsotnost rekombinantnih signalov na 
območjih RS1 in RS2 natančno sovpadala s filogenetskimi podskupinami (Slika 21). RS3 je 
najkrajši izmed opredeljenih rekombinantnih območij v MCV, posledica česar bi lahko bil 
relativno nižji vpliv na dodelitev filogenetske podskupine. Odstranitev opredeljenih 
rekombinantnih območij iz poravnave celotnih MCV genomov je pripomogla k bolj 
konsistentnemu filogenetskemu drevesu, ki je nakazovalo na manj drastične in saltatorne 
razlike med genomi istega MCV genotipa (Slika 22: Brez rek. – v primerjavi s Slika 13).  
Rekombinantni signali na območju RS1 so pričali o vsaj dveh preteklih rekombinacijah (Slika 
21: RS1.E1 in RS1.E2). Genoma MCV1 KY040276 in MET2092 sta na območju RS1 nosila 
zaporedje, ki je filogenetsko izviralo iz MCV1 (Slika 22). Genomi MCV2 MET1825, MC515 
in MB101 so se v RS1 filogenetsko grupirali bazalno razvejišču MCV1 in MCV2 (Slika 22), 
kar bi lahko nakazovalo na rekombinacijo s še neodkritim podtipom MCV. RS1 se začne 
neposredno okrog začetnega kodona zapisa za MCV gen MC035R, ter konča v med-genskem 
območju med končnim kodonom gena MC035R in začetnim kodonom gena MC036R.  
Na območju RS2 se nahajajo geni MC053L, MC054L, MC056L in v nekaterih genomih MCV1 
še MC055R (Slika 21). V referenčnem zaporedju (U60315) se RS2 začne neposredno po 
začetnem kodonu gena MC053L in konča na sredini gena MC056L. Izmed vseh treh 
rekombinantnih območij je rekombinantne signale v RS2 nosilo največje število MCV 
genomov (N=25). V RS2 so se genomi MCV1 filogenetsko uvrstili parafiletsko preostalim 
genomom MCV1 in bazalno skupnemu razvejišču vzorcev MCV2 (Slika 22). Zanimivo se med 
genomi MCV, ki so v RS2 nosili rekombinantni signal, pojavi tudi referenčno zaporedje MCV 
U60315. 
V RS3 je rekombinantne signale nosilo najmanjše število genomov MCV, MB101, MC313 
(Slika 21) in MET1825 (vsi MCV2), ki pa so se uvrstili monofiletsko med MCV1, in 
neposredno poleg vzorca MC505 (Slika 22). RS3 se začne nekaj nukleotidov pred končnim 
kodonom gena MC147R in zajema celoten zapis za gen MC148R in se konča v drugi polovici 
gena MC149R. 
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Slika 21. Shematski prikaz rekombinacij v genomih MCV. Posamezni genomi so prikazani s 
horizontalnimi trakovi, poleg oznak zaporedij sta v oklepaju navedena še MCV podtip in filogenetska 
podskupina. Rekombinantna območja so označena z barvnimi (prosojnimi) vertikalnimi trakovi, odseki 
posameznih genomov, ki vsebujejo rekombinantne signale (vsebujejo indikacijo preteklih rekombinacij) 
pa so označene z odebelitvijo vertikalnih trakov. Na vrhu sheme so vsa rekombinantna območja 
opremljena z oznakami (RS1-3), seznamom genov, na katere so rekombinacije vplivale, ter pozicijo 
rekombinantnega območja v referenčnem genomu MCV (U60315). Vsak rekombinantni signal je 
opremljen z oznako signala oblike »RS<x1>.E<x2>(.<x3>)«, kjer se x1 nanaša na oznako 
rekombinantnega območja, x2 na oznako pretekle rekombinacije na dotičnem rekombinantnem območju, 
x3 pa je oznaka posameznega rekombinantnega signala. 
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Slika 22. Filogenetska drevesa rekombinantnih območji v genomih MCV. RS1-3 in filog. drevo osnovano 
na poravnavi celotnih genomskih zaporedij MCV z odstranjenimi rekombinantnimi območji (Brez rek.). 
Vsa filogenetska drevesa smo pripravili na osnovi modela GTR+R4+F. Dolžina vej na filogenetskih 
drevesih je metrična, in opredeljuje evolucijsko razdaljo največje verjetnosti (št. substitucij / št. mest), 
merilo je podano pod vsakim drevesom posebej. S prosojnimi pravokotniki smo, za lažjo orientacijo, 
označili vzorce podtipa MCV1 (modro) in MCV2 (rdeče). 
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4.3. Restrikcijske karte celotnih genomov MCV 
Restrikcijske karte BamHI, ClaI in HindIII celotnih genomskih zaporedij MCV so bile 
konsistentne z genotipsko klasifikacijo in večinoma tudi z nadaljnjo stratifikacijo do 
filogenetskih podskupin (Slika 23). V primerjavi restrikcijskih kart, osnovanih na zaporedjih 
celotnih genomov MCV, z referenčnimi, literaturnimi, restrikcijskimi kartami, PorterMCV1-
PorterMCV2 (Porter in Archard, 1992) NakamuraMCV2-4, NakamuraMCV1p, 
NakamuraMCV1va, NakamuraMCV1vc, NakamuraMCV1vb1, NakamuraMCV1vb2 
(Nakamura in sod., 1996), je bilo ujemanje med restrikcijskimi kartami istega MCV podtipa 
nekoliko nižje, a še vedno kvalitativno informativno. Pozicije restrikcijskih mest literaturnih 
restrikcijskih vzorcev so bile v primerjavi z restrikcijskimi vzorci pridobljenimi in silico, 
globalno in/ali lokalno, nekoliko zamaknjene v levo ali v desno. 
Restrikcijske karte ClaI so izkazovale visoko stopnjo ujemanja znotraj podtipa MCV1, znotraj 
podtipa MCV2 pa je bilo moč razlikovati še med filogenetskima podskupinama S3 in S4. 
Restrikcijske karte filogenetske podskupine S4 so v okolici relativne genomske koordinate 
10.000 (dejanske koordinate: MC515 – 42.414, MB101 – 42.323, MET1825 – 40.719 
vsebovale dodatno restrikcijsko mesto), kar sovpada s pozicijo gena MC035R. Pridobitev 
restrikcijskega mesta je bila posledica rekombinacije RS1.E2, ki je prav tako edinstvena 
filogenetski podskupini S4. Restrikcijsko mesto je znotraj istega območja nosilo tudi zaporedje 
MCV iz katerega je bila pridobljena referenčna restrikcijska karta PorterMCV3. 
Restrikcijske karte HindIII so bile znotraj podtipa MCV2 popolnoma složne, znotraj podtipa 
MCV1 smo pri filog. podskupini S5 zabeležili pridobitev restrikcijskega mesta okrog relativne 
pozicije 40.000 (dejanske koordinate: KY040276 – 40.378, MET2092 – 40.333) in izgubo 
restrikcijskega mesta okrog relativne koordinate 140.000 (dejanske koordinate: KY040276 – 
med 135.694 in 154978, MET2092 – med 135.615 in 154.905). Pridobljeno HindIII 
restrikcijsko mesto v filog. podskupini S5 sovpada s pozicijo gena MC035R in je posledica 
rekombinacije RS1.E1. Dejanskih pozicij izgubljenega HindIII restrikcijskega mesta pri 
filogenetski podskupini S5 nismo določili, najverjetneje pa gre za posledico dogodkov, ki so 
vplivali na območje med genoma MC113L in MC133L.  
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Slika 23. Restrikcijske mape pridobljene s pozicioniranjem restrikcijskih mest ClaI, HindIII in BamHI v celotnih 
genomskih zaporedjih MCV, prikazane poleg referenčnih – literaturnih – restrikcijskih map. Z barvami so označene 
filogenetske podskupine MCV genomov; relativne genomske koordinate se nanašajo na razdaljo od prvega 
najdenega restrikcijskega mesta v danem genomu, v danem kontekstu (Clai, HindIII, BamHI), izjema temu sta v 
kontekstu HindIII genoma P05S01 in P05S02, kjer se koordinate štejejo od samega začetka genomskih zaporedij, in 
genom MC349, kjer se koordinate štejejo od drugega restrikcijskega mesta. 
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Največjo variabilnost smo zabeležili na restrikcijskih kartah BamHI . Znotraj MCV1 so bile 
popolnoma složne restrikcijske karte genomov v filogenetskih podskupinah S1 in S5. Pri 
genomih filog. podskupine S2 je prišlo do izgube restrikcijskega mesta okrog relativne 
koordinate 60.000 oz. restrikcijskega mesta na poziciji 74.544 v genomu KY040275, ki 
sovpade s pozicijo gena MC056L in nakazuje, da gre za posledico rekombinacije RS2.E1. 
Izjema v filogenetski podskupini S2 sta genoma P05S01A in P05S02A, pri katerih ni prišlo do 
izgube omenjenega restrikcijskega mesta. Čeprav pri genomih P05S01A in P05S02A nismo 
zaznali, da bi bila pod vplivom rekombinacije RS2.E1, sta se na filogenetskem drevesu 
rekombinantnega območja RS2 umestila bazalno in evolucijsko bistveno pred preostale vzorce 
filog. podskupine S2, kar bi lahko nakazovalo na šibak prezrt rekombinantni signal. Poleg 
restrikcijskega mesta z okvirno relativno koordinato 60.000 je pri genomih filogenetske 
podskupine S5 prišlo še do izgube restrikcijskega mesta z okvirno relativno pozicijo 25.000 
(dejanske pozicije: KY040275 – 42.149), ki sovpada z začetkom gena MC035R in ponovno 
nakazuje na morebiten vpliv rekombinacije RS1.E1. Na restrtikcijskih kartah BamHi MCV2 
smo pri filogenetski podskupini S4 zaznali pridobitev dveh restrikcijskih mest okrog relativne 
koordinate 25.000, ki prav tako sovpada z genom MC035R in nakazuje na vpliv rekombinacije 
RS1.E2. Na istem območju naj bi imeli restrikcijsko mesto tudi genomi, iz katerih so pridobili 
referenčne karte NakamuraMCV1vb1 in NakamuraMCV1vb2, ter NakamuraMCV4. 
Da bi ovrednotili možnost avtomatske klasifikacije na osnovi restrikcijskih kart smo izrisali 
dendrograme hierarhičnega grupiranja energetskih razdalj med restrikcijskimi kartami 
(porazdelitvami pozicij restrikcijskih mest). Največ diskrepanc proti pričakovanemu grupiranju 
smo opazili na dendrogramu HindIII, kjer sta se referenčni rest. karti PorterMCV1 in 
PorterMCV2 grupirali skupaj, in bazalno restrikcijskim kartam MCV2, nepričakovano pa je 
bilo tudi grupiranje rest. kart KY040276 in MET2092 bazalno kladi, ki je vsebovala tako 
referenčne rest. karte PorterMCV1, PorterMCV2, kot tudi preostale rest. karte MCV2 (Slika 
24). Slika 23 sicer posreduje informacijo o dobri ohranjenosti pozicij restrikcijskih mest znotraj 
posameznih podtipov, a so bile njihove točne vrednosti numerično variabilne, kar zelo oteži 
izmero in definicijo relevantne številčne metrike med restrikcijskimi kartami. To postane še 
posebej opazno v primerih referenčnih restrikcijskih kart, pri katerih smo že v kontekstu Slike 
23 opazili bodisi lokalne ali globalne zamike pozicij restrikcijskih mest. 
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Slika 24. Hierarhično grupiranje restrikcijskih map genomov MCV glede na energijske (May in sod., 
2015) razdalje med njimi, za restrikcijske encime BamHI, ClaI in HindIII, ter za vsote energijskih razdalj 
(BamHI+ClaI+HindIII). 
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5. RAZPRAVA 
Kljub benigni in navadno samoomejujoči naravi okužbe z MCV, katere posledice so pri 
imunsko kompetentnih odraslih praviloma kozmetične in ne življenjsko ogrožajoče narave, 
lahko le-ta, predvsem pri otrocih in imunsko oslabljenih, vodi v hujšo iznakaženost in znaten 
izpad v kakovosti življenja (Chen in sod., 2013; Karadag in sod., 2013; Olsen in sod., 2015b; 
Vardhan in sod., 2010; Vora in sod., 2015). MC je razširjen po vsem svetu, z visoko serološko 
ocenjeno prevalenco pa se uvršča celo med 50 najpogostejših bolezni v svetovnem merilu (Hay 
in sod., 2014; Konya in Thompson, 1999; Sherwani in sod., 2014; Thompson, 1997). MCV 
uvrščamo med pomembnejše, a na človeka razmeroma dobro prilagojene patogene 
(poks)viruse, s potencialno širokim repertoarjem mehanizmov za modulacijo človeškega 
imunskega odziva, ki se pojavlja v vsaj štirih podtipskih različicah, kljub temu, sta genoma 
njegovih najpogostejših različic dolgo ostala neznana (López-Bueno in sod., 2017; Senkevich 
in sod., 1996; Senkevich in sod., 1997), kar je onemogočalo vpogled v njegovo 
genomsko/genetsko raznolikost in evolucijsko zgodovino (Zorec in sod., 2018).  
V sklopu doktorske naloge smo skupno obravnavali 62 celotnih genomskih zaporedij MCV, 
med temi 56 (90,3 %) novo sestavljenih in 6 iz genske banke (9,7 %). Povprečna dolžina 
genomov MCV je znašala 187.899 ± 2.967 bp, posamezen genom MCV je v povprečju nosil 
178,3 ± 2,5 genov ter 0,637 ± 0,00386 vsebnost gvanozina in citozina (vsebnost GC). 
Povprečna globina pokritosti 56 novo-sestavljenih celotnih genomov MCV se je v splošnem 
gibala med 39 in 5.861 (1.573 ± 1.651), pri čemer je bila nekoliko višja pri MCV genomih iz 
Slovenije (581 - 5.861; 2.747 ± 1.660), v primerjavi z izolati iz Ameriške raziskave (39 in 4.839; 
814 ± 1.113), v katero so Tirosh in sod. (2018), ki jih je zanimala virusna mikroflora kože pri 
bolnikih z imunsko pomanjkljivostjo DOCK8, vključili vzorce različnih anatomskih mest in 
kožnih sprememb. Po drugi strani so vsi Slovenski vzorci izhajali iz zbirke moluskov dr. 
Katarine Trčko (Trčko, 2016), katerih narava je bila bolj uniformna in le redki niso vsebovali 
MCV. Uspešnost sestavljanja celotnih genomov smo pri slovenskih genomih nadalje 
maksimirali tako, da smo sekvenirali le vzorce, ki so izražali visoka virusna bremena MCV. 
Višja relativna disperzija globin pokritosti pri sestavljanju ameriških genomov MCV v 
primerjavi s slovenskimi ni presenetljiva in je najverjetneje povezana z različnima 
namembnostima ter izboroma vzorcev v obeh raziskavah.  
Primerjave celotnih genomskih zaporedij MCV z referenčnim zaporedjem U60315 so razkrile 
visoko stopnjo ujemanja v sinteniji genske strukture, ter v grobem dva nivoja različnosti od 
referenčnega zaporedja v okvirih deležev zamenjav in insercij/delecij. Prevoj med nivojema 
(pod 0,005 in med 0,05 - 0,07) je sovpadal s predvideno razmejitvijo med izolati predvidenih 
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podtipov MCV1 in MCV2. Genomi predvidenih podtipov MCV1 in MCV2 so se pri 
filogenetski obravnavi z visoko statistično podporo razvrstili v dve izrazito monofiletski 
skupini, prav tako pa so bili deleži zamenjav in število insercij/delecij med vsemi pari genomov 
MCV izrazito bi-modalno porazdeljeni. Lokalni zgostitvi sta natančno sovpadali s področjema 
vrednosti, ki sta opisovali razlike med genomi istega podtipa MCV in razlike med genomi 
različnih predvidenih virusnih podtipov. Razdalje med genomi istega predvidenega podtipa 
MCV (deleži zamenjav: 0,00222 ± 0,00217; št. insercij/delecij:77,6 ± 39,2) so bile statistično 
značilno nižje kakor med različnimi predvidenimi podtipi MCV (deleži zamenjav: 0,0618 ± 
0,00114; št insercij/delecij: 665 ± 46,7). Na podlagi statistično podprtega razlikovanja med 
predvidenima podtipoma MCV1 in MCV2 sklepamo, da gre pri predhodno opredeljenih 
podtipih MCV dejansko za različne genomske različice MCV, zato lahko govorimo o genotipih 
MCV1 in MCV2. Povprečna stopnja podobnosti med genotipoma MCV1 in MCV2 je znašala 
0,938, kar je manj od povprečne stopnje podobnosti med različnimi vrstami ortopoksvirusov 
starega sveta (0,977) in več kot med različnimi vrstami poksvirusov novega sveta (0,866) (Gao 
in sod., 2018). Visoke podobnosti in visoka stopnja ujemanja v prostorskih ureditvah genov 
MCV nakazujejo na skupen evolucijski izvor genotipov MCV1 in MCV2.  
Med 62 celotnimi genomi MCV je bilo 48 genomov MCV1 (77,5 %) in 14 genomov MCV2 
(22,5 %). Med 6 celotnimi predhodno opredeljenimi genomskimi zaporedji MCV, ki so bila že 
pred našo raziskavo dostopna v genski banki, je bil genotip MCV1 zastopan s 5 (83,3 %) 
celotnimi genomi in MCV2 z enim genomom (16,7 %). Med 22 novo-sestavljenimi 
genomskimi zaporedji iz Slovenije je bilo 10 (45,5 %) celotnih genomov MCV1 in 12 celotnih 
genomov MCV2 (54,5 %). Med 34 novo-sestavljenimi celotnimi genomi iz ameriške raziskave 
je bilo 33 celotnih genomov MCV1 (97,1 %) in eno genomsko zaporedje MCV2 (2,9 %). 
Vsebnost GC je bila pri MCV1 statistično značilno nižja kot pri MCV2 (0,635 ± 0.00123 vs. 
0,643 ± 0,0125). Kljub temu, da smo razlike sicer odkrili tudi v dolžinah genomov in v dolžini 
terminalnih invertiranih ponovitev, so le-te korelirale z globino pokritosti sestav, ki je se je, tako 
kot zastopanost MCV genotipov, razlikovala med slovenskimi in ameriškimi vzorci. Genomi 
MCV1 so v povprečju nosili zapis za 179,5 ± 1,1 beljakovin, MCV2 pa za 174,0 ± 0,5 
beljakovin, pri čemer je razlika sicer bila statistično značilna, a je verjetno posledica dejstva, 
da smo bili pri določanju MCV genov pristranski v prid MCV1, saj podatki o beljakovinah 
MCV primarno izhajajo iz napovedi osnovanih na MCV1 (Senkevich in sod., 1997). 
Razsežnosti genomskih raznolikosti med MCV1 in MCV2 sta bili podobni v okviru deležev 
zamenjav (MCV1: 0,00217 ± 0,00207, MCV2: 0,00280 ± 0,00314), medtem ko sta bili 
povprečni števili insercij/delecij (MCV1: 80,1 ± 39,3, MCV2: 46,9 ± 19,5) sicer statistično 
značilno različni, pri čemer pa se navidezni porazdelitvi vzorcev nista razlikovali v poziciji 
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številskega intervala, pač pa predvsem v njegovi širini, kar bi lahko bila posledica 
neuravnovešenega vzorčenja genomov MCV1 in MCV2. 
Visoke vsebnosti GC pomenijo večji delež komplementarnih baznih parov, ki so povezani s 
tremi vodikovimi vezmi, in posledično višjo fizikalno stabilnost DNA in/ali mRNA 
(Yakovchuk in sod., 2006), visoko vsebnost GC pa so povezali tudi z višjo ekspresijo mRNA 
(Kudla in sod., 2006). Po drugi strani MCV zaradi visoke vsebnosti GC za zapise genov 
uporablja kodone, ki so pogosto drugačni kot pri gostitelju (človeku) z vsebnostjo GC med 0,4 
in 0,5, oz. so pri gostitelju redkejši. Pogostnost kodonov sicer ni edina, a se smatra kot 
pomembna determinanta, ki lahko vpliva na hitrost translacije mRNA (Brule in Grayhack, 
2017). V primeru nepopravljivih poškodb celicam, bi te lahko odmrle že pred zaključkom 
virusnega pomnoževalnega cikla, kar bi zmanjšalo zmožnost preživetja MCV. Povečana 
učinkovitost transkripcije in visoka fizikalna stabilnost transkriptov MCV zaradi visoke 
vsebnosti GC, bi lahko povzročila kopičenje le-teh v okuženi celici in povečala 
verjetnost/pogostnost interakcije med ROS in transkripti MCV, kar bi zmanjšalo vpliv ROS na 
celico in povečalo odpornost celice na ROS in okoljske vplive, zaradi katerih ROS nastajajo. 
Na ta način bi si virus lahko povečal zmožnost preživetja. MCV vsebuje zapise za dve 
beljakovini vpleteni v zaščito gostiteljskih celic pred oksidativnim stresom, eno s predvideno 
glutation-peroksidazno aktivnostjo (MC066L) in drugo s predvidenim superoksid-dismutaznim 
delovanjem (MC163R)(Coutu in sod., 2017; Shisler in sod., 1998). Zaradi višje vsebnosti GC, 
MCV2 v povprečju uporablja več kodonov, ki so pri gostitelju sicer redkejši, kar bi lahko 
negativno vplivalo na hitrost translacije. Po drugi strani bi višja vsebnost GC pri MCV2 lahko 
vodila v višjo učinkovitost transkripcije in višjo fizikalno stabilnost transkriptov (in DNA) ter 
vplivala na večje kopičenje transkriptov v celici kot pri MCV1. Škoda povzročena z ROS se s 
starostjo kopiči, posledice pa so povezali tudi z upadom sistemov za obrambo pred ROS in 
posledičnim porastom njihovih množin (Luceri in sod., 2017; Naidoo in Birch-Machin, 2017; 
Ungvari in sod., 2019). S tega vidika je zanimiva negativna korelacija med starostjo bolnikov 
in razmerjem pogostnosti MCV1:MCV2 (Thompson in sod., 1990), saj smo prav pri MCV2 
zaznali višjo vsebnost GC.  
Pri filogenetskem razvrščanju so se znotraj posameznih genotipov genomi MCV nadalje uredili 
v filogenetske podskupine S1, S2 in S5 znotraj genotipa MCV1 in S3 in S4 znotraj genotipa 
MCV2. Razsežnosti raznolikosti znotraj filogenetskih podskupin so bile statistično značilno 
nižje kot med genomi MCV različnih filogenetskih podskupin.  
Med 62 celotnimi genomi MCV smo odkril 60 različnih nukleotidnih zaporedij celotnih 
genomov. Epidemiološkim klikam, t.j. obstajal je vsaj še en genom MCV, ki smo ga sestavili iz 
vzorca istega bolnika, je skupno pripadalo 42 genomov MCV. Para identičnih zaporedij 
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genomov MCV sta bila del dve- in tri-članske epidemiološke klike. Tričlanska epidemiološka 
klika je vsebovala tudi edini par genomov MCV, ki sta bila pridobljena iz istega moluska. 
Presenetljivo sta identična genoma MCV izvirala iz različnih lezij in ne iz iste. Delež zamenjav 
med zaporedjema iz istega omenjenega moluska je znašal 5×10⁻⁶. Pogostnost napak 
sekveniranja, ki se izrazijo v obliki zamenjav, so za tehnologije, ki jih uporabljajo Illuminine 
platforme, ocenili na velikostni razred 10-4 v surovih odčitkih in 10-6 v procesiranih zaporedjih 
(Ma in sod., 2019). Diskrepanca v deležu zamenjav med genomoma MCV iz istega moluska bi 
tako lahko bila posledica napake pri sekveniranju in/ali sestavljanju zaporedij, saj je bilo 
divergentno zaporedje približno štirikrat manj globoko pokrito kakor drugi dve zaporedji v 
tričlanski epidemiološki kliki, kar nadalje govori v prid interpretacije o napaki.  
Epidemiološke klike so praviloma sestavljali genomi MCV, ki so pripadali isti filogenetski 
podskupini. V dveh epidemioloških klikah so bila različna anatomska mesta vzorčena v dveh 
časovnih točkah, iz druge časovne točke so skupno izvirali trije genomi MCV. V epidemiološki 
kliki s petimi genomi vzorčenimi v prvi časovni točki in dvema v drugi, je eden od genomov 
druge časovne točke pripadal drugi filogenetski podskupini kakor vsi ostali genomi te 
epidemiološke klike. Genom druge filogenetske klike je izviral iz anatomskega mesta, v 
katerem pri prvem vzorčenju nismo uspeli rekonstruirati celotnega genoma MCV. Genome 
MCV iz več časovnih točk smo pridobili izključno iz vzorcev kože in kožnih sprememb 
ameriške raziskave bolnikov z imunsko pomanjkljivostjo DOCK8, za katere ni znano, ali so v 
obdobju med vzorčenjema še imeli vse moluske ali ne. V primerjavi z genomi različnih 
epidemioloških klik, je bila razsežnost genomske raznolikosti statistično značilno nižja med 
genomi istih epidemioloških klik (delež zamenjav: 0,0139 ± 0,0239; št. insercij/delecij: 194 ± 
232 vs. deleži zamenjav: 0,000581 ± 0,00211; št. insercij/delecij: 15,7 ± 32,4). 
Na nivoju posameznih MCV genov je raznolikost variirala med eno (MC006.1R) in 29 
(MC006L) različicami; polovica MCV genov (n=91) se je pojavljala v štirih različicah ali manj, 
medtem ko je 161 genov imelo 10 zapisov ali manj. Gen MC006.1R se je pojavil izključno v 
genomih MCV1. Razen v primeru gena MC148R, so se pri vseh ostalih MCV genih posamezne 
različice pojavljale le pri enem genotipu MCV. V primerih več genov (n=41) se je ista različica 
gena pojavila pri različnih filogenetskih podskupinah, hkrati pa ista filogenetska skupina lahko 
vsebovala več različic istega gena. Omenjen pojav, ki smo ga prvotno opisali na manjšem 
številu genomov MCV (Zorec in sod., 2018), smo imenovali mozaičnost, pri katerem se pari 
lokalno in globalno najbolj podobnih genomov ne ujemajo, a ne kot posledica rekombinacij. Z 
mozaičnostjo bi lahko povezali tudi primere, ko se je ista epidemiološka klika pojavila pri več 
različicah posameznega gena, ki so pripadali istim epidemiološkim klikam, npr. ko se je znotraj 
iste epidemiološke klike pojavljalo več različic. Pojav različnih različic istega gena znotraj istih 
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epidemioloških klik je zanimiv, saj bi lahko bil posledica evolucije gena znotraj enega 
gostitelja, ali pa bi lahko nakazoval, da epidemiološke klike ni ustanovila le ena različica MCV. 
Po drugi strani bi lahko MCV gene, kjer se stika več filogenetskih podskupin, razumeli kot 
konvergenčne točke evolucije virusa. 
Rekombinacije v kontekstu poksvirusov, med ortopoksvirusi različnih vrst in znotraj iste vrste 
so že bile opisane (Gershon in sod., 1989; Gigante in sod., 2019; Smithson in sod., 2017; Upton 
in McFadden, 1986; Coulson in Upton, 2011; Qin in Evans, 2014; Smithson in sod., 2014). V 
doktorski nalogi smo v genomu MCV v skupnem odkrili tri območja (RS1, RS2 in RS3), ki so 
kazala na rekombinacije med različnimi genotipi MCV (RS1.E1, RS1.E2, RS2.E1, RS3.E1). 
RS1 in RS2 so delno opisali že v raziskavi v López-Bueno in sod. (2017), območje RS3 pa je 
bilo prvič opisano v naši raziskavi (Zorec in sod., 2018), takrat sicer na manj številčnem vzorcu 
celotnih genomov MCV. V razširjenem vzorcu smo nato odkrili več (n=25) celotnih genomov 
MCV1 z rekombinacijami v RS2 (n=22), tri nova zaporedja z rekombinacijami v RS1 in dve 
novi zaporedji z rekombinacijami v RS3. Dve novi zaporedji, eno sestavljeno iz odčitkov 
ameriške raziskave in drugo iz odčitkov slovenskih vzorcev, je vsebovalo rekombinacijo tako 
v RS1, kot tudi v RS2. V RS1 smo odkrili signale, ki so nakazovali na vsaj dve različni 
rekombinaciji, RS1.E1 in RS1.E2. Pri RS1.E1 predvidevamo, da je genom MCV1 sprejel odsek 
genoma MCV2, medtem ko je izvor rekombinantnega donorja v primeru RS1.E2 manj jasen 
(Zorec in sod., 2018). Vsa tri rekombinantna območja so sovpadala s pozicijami nekaterih 
genov, ki so vpleteni v izogibanje imunskemu odzivu gostitelja. RS1 je zajemal območje gena 
MC035R, katerega produkt uvrščamo v družino poksvirusnih beljakovin B22 in se jim pripisuje 
vpletenost pri inaktivaciji in/ali preprečevanju aktivacije celic T (Alzhanova in sod., 2014; 
López-Bueno in sod., 2017; Reynolds in sod., 2017). RS2 je zajemalo območje gena MC054L, 
virusne beljakovine podobne človeški beljakovini za vezavo IL-18, ki mu pripisujejo vlogo pri 
zaviranju nastajanja IFNγ in delovanja celic T in celic NK (Reading in Smith, 2003; Xiang in 
Moss, 2001). RS3 je vseboval gen MC148R, virusni kemokin družine CC, vpleten v 
preprečevanje mobilizacije limfocitov, monocitov, nevtrofilcev in celic NK, preko interakcij s 
širšim naborom kemokinskih molekulskih tarč (Shisler, 2015; Zorec in sod., 2018). Poleg 
zapisov za beljakovine, povezanih z izogibanjem gostiteljevemu imunskemu odzivu, so se z 
rekombinacijami prenesli še drugi geni, kar smo pripisali naključju. Temu v prid govori tudi 
zaznava manjših odstopanj v pozicijah prelomnih točk rekombinacij. Povsem smiselno se 
namreč zdi, da bi si MCV različnih genotipov lahko podajali območja genov, ki na ta način v 
danem momentu koeksistence v isti MC leziji maksimirajo zmožnost preživetja vsaj ene od 
prisotnih različic. Ugotovitev rekombinacij med genomi MCV različnih genotipov je posreden 
indikator, da sta rekombinantni akceptor in rekombinantni donor v neki točki morala soobstajati 
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v isti leziji MCV. Hkratna okužba z več kot eno različico MCV je torej možna. 
Pozicije prijemališč restrikcijskih encimov BamHi, ClaI in HindIII (restrikcija in silico) smo 
primerjali z literaturnimi restrikcijskimi kartami, ki so jih avtorji zgodnjih molekularno-
epidemioloških raziskav MCV pridobili eksperimentalno (Nakamura in sod., 1995; Porter in 
Archard, 1992). Restrikcijski vzorci genomov genotipov MCV1 in MCV2, pridobljeni in silico, 
so bili podobni vsaj enemu od referenčnih restrikcijskih vzorcev, genomi genotipa MCV1 
filogenetske podskupine S1 so sovpadli s prototipskima referenčnima vzorcema podtipa MCV1 
(PorterMCV1, NakamuraMCV1p), filogenetska podskupina S2 je sovpadla z vzorcem 
podtipske različice NakamuraMCV1va, S5 pa s podtipsko različico NakamuraMCV1vc. 
Genomi genotipa MCV2 so sovpadli z referenčnima vzorcema podtipa PorterMCV2 in 
NakamuraMCV2. Prisotnost/odsotnost prijemališč restrikcijskih encimov, karakterističnih za 
podtipske različice podtipa MCV1, je razen s filogenetskimi skupinami sovpadala tudi z 
vzorcem rekombinacij. Za genome S1 je bila značilna rekombinacija RS2.E1, za genome S5 pa 
RS1.E1. Filogenetska skupina S4 (genotip MCV2), za katero je bila karakteristična 
rekombinacija RS1.E2, je pridobila dve restrikcijski mesti BamHI znotraj območja, ki je 
približno sovpadlo s pozicijami restrikcijskih mest referenčnih podtipskih različic 
NakamuraMCV1vb1, NakamuraMCV1vb2 in NakamuraMCV4. Glede na sovpadanje 
rekombinacij s prisotnostjo/odsotnostjo restrikcijskih mest v ostalih primerih, in glede na to, da 
je pričakovani rekombinantni donor RS1.E2 genotip MCV, katerega genom še ni znan, bi lahko 
sklepali, da gre v tem primeru za MCV4. 
Za vse trenutno znane genome MCV lahko na podlagi filogenetske podskupine napovemo 
vzorec rekombinacij in restrikcijsko karto, oz. vice versa. Za določitev podtipa, napovedi 
rekombinacij, filogenetskih podskupin in restrikcijskih vzorcev bi zadostovalo omejeno število 
krajših sekvenc, ki izhajajo iz rekombinantnih in ne-rekombinantnih območij virusnega 
genoma. Tekom naše raziskave se je izkazalo, da se lahko na mestu, ki se v FRET RT-PCR 
Hošnjak in sod. (2013) uporablja za diskriminacijo med podtipoma MCV1 in MCV2, poleg 
adenina in timina, na razlikovanju med katerima temelji metoda, pri nekaterih zaporedjih 
MCV1 pojavi še citozin. Za primarno določitev podtipa, bi poleg gena MC021L lahko uporabili 
še praktično katerikoli drug MCV gen, ki smo ga tekom raziskave ovrednotili z visokim 
silhuetnim koeficientom, npr. geni MC022L do MC033L (z izjemo MC026L), MC041R – 
MC52R, MC069R – MC122L ipd. Pri tem se je smiselno ogniti genov, povezanih z izogibanjem 
in/ali modulacijo gostiteljevega imunskega odziva. Za podmnožico genov povezanih z 
izogibanjem gostiteljevemu imunskemu odzivu smo pokazali, da se pojavljajo znotraj 
rekombinantnih območij genomov MCV. Za popolno karakterizacijo do nivoja do sedaj znanih 
filogenetskih podskupin bi potrebovali tudi vzorčenje rekombinantnih genov MC035R, 
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MC054L MC148R, saj filogenetsko podskupino MCV končno determinirajo rekombinacije. 
Izsledki naše raziskave bodo pomembno prispevali k razumevanju genomske raznolikosti MCV 
in njegovih genotipov, patogeneze, epidemiologije, evolucije in razvoja diagnostičnih testov za 
MCV in razlikovanje med njegovimi genotipi/podtipi. Naša raziskava predstavlja največji 
prispevek informacij o nukleotidnih zaporedjih celotnih genomov MCV do sedaj. Na osnovi 
podatkov, ki smo jih zbrali predvidevamo, da bo s primerjavo restrikcijskih kart celotnih 
genomov na osnovi nukleotidnih zaporedij njihovih celotnih genomov možno določiti tudi 
MCV genotipe/podtipe. 
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6. SKLEPI 
S 56 novimi celotnimi genomskimi zaporedji MCV (43 podtipa MCV1, 13 podtipa MCV2) je 
naša raziskava prispevala največje število celotnih genomskih zaporedij MCV v gensko banko 
GenBank do sedaj (56/62; 90,3 %).  
Z natančnim opisom postopkov in informacijskih pristopov smo skozi doktorsko nalogo 
postavil pomembno osnovo in zgled za nadaljnje raziskave genomske raznolikosti MCV in 
drugih virusov z daljšimi genomskimi zaporedji. 
Na podlagi rezultatov naše raziskave smo predhodno opredeljene podtipe MCV1 in MCV2 
opredelil kot posamezne genomske različice, genotipa MCV1 in MCV2. Sintenična razmerja, 
podobnost nukleotidnih zaporedij celotnih genomov in posameznih genskih področij 
nakazujejo na pretežno linearen (substitucijski), a divergenten evolucijski razvoj genotipov 
MCV1 in MCV2 iz skupnega prednika.  
Ugotovili smo, da sta si razsežnosti genomske raznolikosti MCV1 in MCV2 podobni v okviru 
deležev zamenjav (MCV1: 0,00217 ± 0,00207, MCV2: 0,00280 ± 0,00314) in v okviru 
insercij/delecij (MCV1: 80,1 ± 39,3, MCV2: 46,9 ± 19,5), da oba genotipa MCV nosita zapise 
za podobno število homolognih beljakovin (MCV1: 179,5 ± 1,1, MCV2: 174,0 ± 0,5), 
statistično značilno pa se genotipa razlikujeta v genomski vsebnosti gvanozina in citozina 
(MCV1: 0,635 ± 0,00123, MCV2:0,643 ± 0,00125). 
Rezultati naše raziskave so pokazali, da se rekombinacije med MCV genotipi dogajajo na 
območjih genov, povezanih z izogibanjem imunskemu odzivu gostitelja (MC035R, MC054L 
in MC148R), kar je verjetno povezano z modulacijo virusove zmožnosti preživetja v danem 
gostiteljskem okolju. 
Ugotovili smo, da lahko z restrikcijo zapisov celotnih genomov MCV z restrikcijskimi encimi 
BamHI, ClaI in HindIII in silico, na osnovi podobnosti z literaturnimi referenčnimi 
restrikcijskimi profili, vsem znanim nukleotidnim zaporedjem celotnih genomov MCV 
pravilno določimo podtip, ki se ujema s filogenetsko določenim genotipom. 
Z restrikcijo zapisov celotnih genomov MCV z restrikcijskimi encimi BamHI, ClaI in HindIII 
in silico, lahko na osnovi podobnosti z referenčnimi restrikcijskimi profili, vsem znanim 
nukleotidnim zaporedjem celotnih genomov MCV pravilno določimo podtip, ki se ujema s 
filogenetsko določenim genotipom in podtipsko različico, ki se ujema s filogenetsko 
podskupino. Filogenetske podskupine MCV se ujemajo z vzorci rekombinacij.  
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